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INTRODUCTION GENERALE 
 
Au cours de l'évolution, des mécanismes de régulation génique sont apparus pour permettre 
aux organismes de s’adapter au milieu environnant. Les glucides, lipides, acides aminés, ions 
et autres molécules présentes dans l'environnement sont peu à peu devenus des régulateurs 
extrêmement efficaces de l’expression des gènes. Ainsi chez les organismes unicellulaires, les 
nutriments sont les principaux régulateurs géniques. Par exemple, les opérons lactose, 
histidine ou tryptophane permettent aux bactéries d'adapter leurs métabolismes à la 
disponibilité en glucides et en acides aminés. 
Chez les êtres multicellulaires, et en particulier chez les mammifères, la régulation de 
l'expression des gènes par les nutriments est plus complexe. Les composantes nerveuses et 
endocriniennes sont également capables de réguler l'expression des gènes en intégrant les 
informations provenant à la fois des différents tissus ainsi que des variations d'apport 
nutritionnel. Toutefois, des mécanismes plus anciens ont été conservés permettant aux 
nutriments de réguler directement l'expression des gènes, indépendamment de leurs effets sur 
les systèmes nerveux et endocriniens. Dans ce domaine, parmi les trois macro-nutriments, les 
effets des glucides et des lipides ont été les plus étudiés. Ceci a permis de mettre en évidence 
leur rôle de régulateur de leur propre métabolisme mais aussi de processus biologiques tels 
que la différenciation cellulaire. Les acides aminés sont aussi capables de réguler l'expression 
des gènes chez les mammifères. Dans de nombreuses situations physiologiques ou 
physiopathologiques, les concentrations plasmatiques en acides aminés peuvent présenter des 
variations importantes. Dans ces conditions, ils sont susceptibles de jouer un rôle signal 
important dans la réponse adaptative via la régulation de gènes cibles, dans différents tissus. 
Cependant, dans la plupart des cas, les voies de signalisation impliquées ne sont pas encore 
très bien décrites. Une caractérisation précise de celles-ci permettrait de mieux comprendre 
les mécanismes moléculaires régulés par la disponibilité en acides aminés et ainsi de 
déterminer in vivo les fonctions physiologiques contrôlées par ce type de nutriment.  
1. Objectif du travail de thèse 
L'objectif de cette thèse a donc été de contribuer à la caractérisation des aspects moléculaires 
de la régulation de l'expression des gènes par les acides aminés chez les mammifères. 
L’accent a notamment été mis sur la détermination d’une nouvelle voie de signalisation 
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activée par le déficit en acide aminé. Pour cela, nous avons choisi une approche ciblée qui a 
permis l’identification d’une voie de signalisation contrôlant la phosphorylation du facteur 
ATF2, dans le modèle de la régulation du gène ATF3 (Activating Transcription Factor 3) au 
cours d’une carence en acides aminés.  
2. Présentation du manuscrit 
Ce manuscrit est présenté selon six grandes sections : 1. l’Etude bibliographique, 2. les 
Résultats, 3. les Discussions et perspectives, 4. la Conclusion générale de ce travail 5. les 
Annexes et enfin 6. les Références bibliographiques. 
La première d’entre elles sera sous divisée en quatre chapitres. En premier lieu, seront 
abordés les acides aminés et leurs rôles physiologiques. Puis, les deuxième et troisième 
chapitres traiteront des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de l’expression 
des gènes par les acides aminés respectivement chez deux types d'eucaryotes : la levure et le 
mammifère. La dernière partie de l’étude bibliographique présentera la signalisation des 
Mitogen-Activated-Protein-Kinases (MAPKs) dont l’importance dans le modèle de carence 
en un acide aminé sera démontrée.  
Les Résultats de mon projet principal seront présentés dans la deuxième partie sous forme 
d’une publication.  
Puis, ces données seront discutées et les perspectives de ces travaux seront décrites dans la 
troisième section, avant de conclure sur ce travail. 
Les deux dernières parties de ce manuscrit comportent : les Annexes où seront regroupés les 
travaux auxquels j’ai également pu participer, et les Références bibliographiques ayant été 
citées dans cette thèse. 
 
 
 


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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
Chapitre I - Les acides aminés : Rôles 
physiologiques 
 
1. Propriétés des acides aminés 
Découverts au début du XIXème siècle, les acides aminés sont des molécules organiques 
caractérisées par un squelette carboné et deux groupes fonctionnels : une amine (-NH2) et un 
acide carboxylique (-COOH) (Figure 1). Il existe dans la nature plusieurs centaines d'acides 
aminés, mais seulement 20 peuvent se fixer sur les ARN de transfert (ARNt) afin de participer 
à la synthèse protéique chez les eucaryotes supérieurs. Ce sont les acides -aminés naturels. 
Structurellement, ces acides aminés sont constitués d’un carbone dit «  » auquel est rattaché 
le groupe carboxylique. De plus, ils peuvent contenir une chaine latérale spécifique 
permettant de classer les acides aminés selon les propriétés chimiques de celle-ci. Ainsi huit 
"familles" ont pu être identifiées : aliphatiques hydrophobes, aromatiques hydrophobes, 
amidés, aromatiques hydroxylés, hydrophiles hydroxylés, soufrés, dibasiques et diacides. 
Cependant plusieurs types de classements sont possibles puisque certains acides aminés 
peuvent entrer dans plusieurs catégories (Tableau 1). Un autre acide aminé entrant dans la 
synthèse protéique est considéré comme le 21ème acide -aminé : la sélénocystéine. Elle dérive 
métaboliquement de la sérine dont l’atome de souffre a été remplacé par du sélénium. Elle est 
codée par le codon UGA, normalement un codon stop, qui, lorsqu’il est placé dans un 
contexte particulier de l’ARNm : la séquence SeCIS, va incorporer la sélénocystéine. Les 
protéines comportant un résidu sélénocystéine sont alors appelées des sélénoprotéines (Papp 
et al, 2007). 
 Parmi ces 20 acides aminés, tous ne peuvent pas être synthétisés par l’organisme et doivent 
alors être fournis par l'alimentation. Ils sont donc qualifiés d’acides aminés indispensables. 
Les travaux de Rose W.C., avec des régimes composés d’acides aminés purifiés, ont permis 
de déterminer le premier acide aminé essentiel : la thréonine (Rose, 1937). Depuis, 9 acides 
aminés indispensables pour l'Homme ont été caractérisés (Tableau 2) (Young et al, 1994). 
Figure 1 : Représentation de la structure chimique des acides alpha aminés. R représente la 
chaîne latérale spécifique à chaque acide aminé. 
Tableau 1 : Classement des acides aminés selon leurs caractéristiques chimiques. Entre 
parenthèse sont indiqués les noms abrégés des différents acides aminés. 
Tableau 2 : Classification des acides aminés chez l’Homme.  Lors de certaines conditions 
physiopathologiques, certains acides aminés non indispensables, synthétisés de novo par 
l’organisme, deviennent indispensables et doivent être impérativement apportés par l’alimentation : 
ce sont les acides aminés conditionnels. (adapté de Young et al., 1994)
Acides aminés 
indispensables Acides aminés non indispensables                                            
ff       
Isoleucine Arginine                                       (indispensable chez le jeune)
Leucine
Valine
Lysine
Méthionine
Thréonine
Alanine
Asparagine
Aspartate
Glutamate
Sérine
Phénylalanine
Tryptophane
Histidine
Glutamine
Glycine
Proline
Cystéine (à partir de méthionine)
Tyrosine (à partir de phénylalanine)
Acides aminés conditionnellement indispensables
Aliphatiques 
hydrophobes
Aromatiques 
hydrophobes
Amidés
Aromatique 
hydroxylés
Hydrophiles 
hydroxylés
Soufrés Dibasiques Diacides
Glycine (Gly; G) Phénylalanine (Phe; Y) Asparagine (Asn; N) Tyrosine (Tyr; Y) Sérine (Ser; S) Cystéine (Cys; C) Lysine (Lys; K)
Aspartate (aussi appelé
Acide Aspartique Asp; D)
Alanine (Ala; A) Tryptophane (Trp; W) Glutamine (Gln; Q) Thréonine (Thr; T) Méthionine (Met; M) Arginine (Arg; R)
Glutamate (aussi appelé
Acide Glutamique Glu; E)
Valine (Val; V) Histidine (His; H)
Leucine (Leu; L)
Isoleucine (Ile; I)
Proline (Pro; P)
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Toutefois, cette notion n’est pas stricte et peut dépendre de l’état physiologique de 
l’organisme. En effet, sous certaines conditions, un acide aminé non essentiel peut le devenir. 
C’est notamment le cas de la cystéine et de l’arginine chez l’enfant en croissance ou de la 
glutamine lors d’agression telles qu’un sepsis, une brûlure ou une opération chirurgicale. On 
parle alors d’acides aminés conditionnellement indispensables (Pohlandt, 1974) (Appleton, 
2002; Morris, 2006; Tong & Barbul, 2004). 
2. Fonctions des acides aminés 
Les acides aminés sont principalement connus pour leur rôle de substrats de la synthèse 
protéique. Ils peuvent également être impliqués dans différentes voies métaboliques 
(précurseurs du cycle de Krebs, du cycle de l’urée, de la néoglucogenèse). Cependant de 
nouvelles fonctions sont régulièrement répertoriées (Tableau 3). Ainsi, les acides aminés 
peuvent assurer la fonction d'hormones, de neurotransmetteurs ou encore de molécules 
˝signal˝. Ainsi ils participent à la synthèse de neuromédiateurs naturels (GABA, glutamate). 
Certains sont des précurseurs d'hormones (sérotonine, catécholamines), de molécules ˝signal˝ 
(arginine  monoxyde d'azote radicalaire NO°, stimulant les défenses immunitaires ou 
encore aboutissant à une vasodilatation de l'endothélium vasculaire) ou de nucléotides 
(glycine  purines, aspartate  pyrimidines). 
3. Métabolisme des acides aminés 
3.1. Homéostasie des acides aminés  
Le renouvellement des protéines chez l’adulte sain se fait à hauteur d’environ 300g 
quotidiennement, soit 3% de la masse protéique par jour. Ce processus nécessite donc un 
apport quotidien en acides aminés libres afin de reconstituer les protéines dégradées. L’OMS 
préconise, pour un adulte sain, un apport journalier de 0,8g/Kg (valeur exprimée en gramme 
de protéine par kilogramme de poids corporel) (Cano N., 2007). Au sein de l'organisme, le 
pool d'acides aminés libres est en équilibre dynamique entre les flux "entrant", augmentant ce 
pool, et les flux "sortant", le diminuant. Les entrées proviennent des apports alimentaires, de 
la dégradation des protéines et de la synthèse de novo. A l'inverse, les sorties sont la 
protéosynthèse, le catabolisme des acides aminés et leur utilisation en tant que précurseurs 
(Figure 2). Lorsque la proportion de l'un de ces mécanismes varie, l'organisme module les 
autres flux afin de répondre à ses besoins. Or, contrairement aux autres macronutriments, il 
Tableau 3: Exemples de fonctions des acides aminés, en dehors de leurs rôle de 
substrats de la protéosynthèse. Les acides aminés sont désignés en fonction de leurs 
couleurs attribuées dans le tableau 2 (d’après Young et al., 1994).
Figure 2: Principaux systèmes responsables du maintien de l’homéostasie des acides 
aminés et des protéines chez l’homme. Lepool d’acides aminés libres dépend, 1) de l’apport 
de protéines alimentaires et de la synthèse d’acides aminés de novo, 2) de la synthèse et 
dégradation des protéines, et 3) de l’oxydation des acides aminés ou de leur utilisation pour la 
synthèse de molécules signal (hormones, neuromédiateurs,…). Les taux de renouvellement et 
les flux d’acides aminés journaliers pour un adulte sain d’environ 80 Kg sont indiqués entre 
parenthèse (d’après Cano N. et al, 2007).
, Proline
Protéines
(12Kg)
Pool d’acides 
aminés libres (70g)
Urée et CO2
Apport alimentaire
(70g/j) 
synthèse 
de novo
Protéolyse
(300g/j)
Protéosynthèse
(300g/j)
Oxydation
(70g/j)
Peau
15g/J
Rein
30g/J
Intestin
60g/J
Foie
80g/J
Muscle
100g/J1
2
3 Précurseurs
Molécules 
signal
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n’existe pas d’organe dédié au stockage des acides aminés. Si l'un des acides aminés 
indispensable vient à manquer dans l'alimentation, il sera alors fourni par la dégradation de 
protéines "fonctionnelles". Cette compensation se fait donc au détriment de certains organes, 
essentiellement le muscle, le foie, et l'intestin et ne peut donc pas être permanente.  
3.2. Digestion, absorption  
Après un repas, en situation post-prandiale, la digestion des protéines alimentaires commence 
au niveau de l’estomac où l’acidité gastrique (pH=2-4) va les dénaturer. Cette étape facilite 
leur hydrolyse enzymatique par les diverses protéases contenues dans le suc gastrique, comme 
la pepsine. Le chyme (produit de la digestion gastrique) va être acheminé vers l'intestin grêle. 
Le contact du chyme alimentaire avec la muqueuse intestinale va stimuler la libération du suc 
pancréatique. Deux enzymes intestinales majeures vont agir à ce niveau : l'entérokinase et les 
aminopeptidases. L'entérokinase va activer les enzymes contenues dans les sucs pancréatiques 
(trypsine, chémotrypsine, carboxypeptidases) qui vont continuer la digestion débutée dans 
l'estomac et ainsi libérer des acides aminés et des oligopeptides. Les aminopeptidases et les 
peptidases liées à la membrane intestinale vont parachever le travail sur les oligopeptides en 
générant des acides aminés libres. Ceux-ci libres (voire certains peptides de petites tailles) 
vont alors traverser la membrane intestinale grâce à des transporteurs et seront amenés au 
niveau du foie par les veines mésentériques puis par la veine porte. Le foie joue un rôle 
central dans le métabolisme des acides aminés de part sa localisation (contrôle des substrats 
hydrosolubles issus de la digestion) et ses fonctions métaboliques. Il permet le catabolisme 
des acides aminés et est le seul organe possédant les enzymes nécessaires à l’uréogenèse. 
Ainsi, une grande partie des acides aminés glucoformateurs et dicarboxyliques (aspartate et 
glutamine) issus de la digestion sera utilisée pour la synthèse protéique hépatique, la 
néoglucogenèse et l'uréogenèse. En revanche, les acides aminés à chaîne ramifiée (leucine, 
isoleucine, valine) ainsi que la méthionine ne sont pas métabolisés par le foie. Ils vont donc 
passer dans la circulation périphérique où leur concentration peut être fortement augmentée en 
situation post-prandiale. C'est d'ailleurs pendant cette période que les acides aminés à chaine 
ramifiée et le glutamate sont captés par le muscle squelettique et utilisés pour la synthèse 
protéique et la synthèse de glutamine.  
3.3. Transport des acides aminés 
Les acides aminés ayant des propriétés chimiques très différentes, les systèmes de transport 
sont eux-mêmes complexes (Tableau 4). Schématiquement, il existe plusieurs systèmes de 
Tableau 4: Principaux systèmes de transport des acides aminés dans les cellules 
de mammifère. Les transporteurs d’acides aminés sont classés en fonction de leurs 
propriétés cinétiques, physico-chimique et biologiques. Le MeAIB (Methylamino-
isobutyrate) est un inhibiteur spécifique du système A (d'après MacGivan & Pastor-
Anglada, 1994; Hyde et al, 2003).
SYSTEME SPECIFICITE DISTRIBUTION COMMENTAIRES
A Petits AA Neutres MeAIB Ubiquiste
Réprimé par les AA et 
inductible par les 
hormones
ASC Petits AA Neutres (pas le MeAIB) Ubiquiste
B AA Neutres Intestin
Bo+ Large spécificité Oocytes, intestin, rein
Gly Glycine, Sarcosine Foie, Erythrocytes, Cerveau
B -alanine, Taurine Ubiquiste Nécessite du Cl-
N Gln, His, Asn Foie Réprimé par les AA
Nm Gln Muscle squelettique
Anionique Glu, Asp Ubiquitiste Electrogénique
L (L1, L2) AA ramifiés et aromatiques Ubiquiste
Y+ Lys, His, Arg Ubiquiste Electrogénique
T AA aromatiques Hépatocytes, Erythrocytes
b(0,+) AA neutres et chargés +
Na+-dépendant
Na+-indépendant
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transport. Ils se distinguent selon le type d'acide aminé dont ils assurent le transport (neutre, 
anionique ou cationique) et par le fait qu'ils soient sodium-dépendant ou –indépendant. De 
plus pour un même système de transport, on trouve plusieurs isoformes ayant des localisations 
tissulaires, des paramètres cinétiques et des régulations differentes. Compte tenu de la non 
spécificité de la plupart de ces transporteurs, des phénomènes de compétition peuvent avoir 
lieu au sein d’un même transporteur entre différents acides aminés.  
3.4. Catabolisme oxydatif des acides aminés 
Les acides aminés sont utilisés dans de nombreuses voies métaboliques. L’un des produits de 
ce catabolisme est la formation d’ion ammonium, toxique pour les cellules. Celui-ci doit alors 
être éliminé sous forme d’urée, principal produit d’élimination du métabolisme azoté chez les 
mammifères. La première étape de dégradation par oxydation des acides amines consiste en 
un transfert du groupement -aminé sur une molécule d’-cétoglutarate (intermédiaire du 
cycle de Krebs), formant de l’-cétoacide et du glutamate (AA–NH2+-cétoglutarate-
cétoacide+ glutamate). Cette étape est appelée la transamination. Puis, le glutamate va être 
pris en charge par la glutamate synthase afin d’être conjugué avec l’ion ammonium pour 
former la glutamine. Ceci permet le transfert jusqu'au foie de l’ammoniac sous une forme 
neutre. Au niveau hépatique, la glutamine est à nouveau catabolisée en glutamate, libérant 
ainsi son ammoniac qui pourra alors être pris en charge par la machinerie enzymatique du 
cycle de l'urée (Figure 3). C’est l’étape de désamination.  
Le catabolisme des 20 acides -aminés aboutit à la formation de 7 composés : le pyruvate, des 
intermédiaires du cycle de Krebs (oxaloacétate, -cétoglutarate, succinyl-CoA et fumarate), 
l'acétyl-CoA et l'acétoacétyl-CoA (Lehninger, 1972). Les acides aminés servant de substrats 
pour la formation d’acétyl-CoA ou d’acétoacetyl-CoA sont dits « cétogènes » puisqu’ils 
contribuent à la formation de corps cétoniques. En revanche, ceux utilisés à la formation de 
pyruvate ou des intermédiaires du cycle de Krebs sont appelés glucogènes. En effet, ils 
peuvent être convertis en phosphoénolpyruvate afin d’alimenter la voie de la néoglucogénèse 
(Figure 4).  
3.5. Synthèse de novo des acides aminés 
Les acides aminés non indispensables peuvent être synthétisés dans les cellules à partir de 
différents substrats. Deux types de réactions peuvent être mis en jeu : la transamination et la 
conversion. Dans le premier cas, les acides aminés vont être formés par transfert d’un 
groupement aminé sur un -cétoacide (Tableau 5). Ceci nécessite au préalable la formation de 
Figure 4: Voie d’entrée du squelette carboné des acides aminés dans le cycle de Krebs. En 
rouge: composé cétogène, En bleu : composé glucogène (d’après Lehninger, 1972).
Figure 3: Cycle de l’urée. Cet ensemble de réactions se déroule dans les hépatocytes. Il 
permet l’élimination de l’ammoniaque sous forme d’urée. ASS : Arginosuccinate synthetase, 
ASL : Arginosuccinate Lyase, ARG : Arginase, OTC : Ornithine transcarbamylase , CPSI : 
Carbamyl phosphate synthase I 
-cétoglutarate
Succinyl-CoA
Fumarate
Isocitrate
Succinate
Malate
Citrate
Oxaloacétate
Acétyl-CoA
Glutamate
Arginine
Histidine
Glutamine
Proline
Isoleucine
Méthionine 
Valine
Tyrosine
Phénylalanine
Aspartate
Asparagine
Leucine
Tyrosine
Phénylalanine
Lysine 
Tryptophane
Alanine
Cystéine
Serine
Thréonine
Acétoacétyl-CoA
Pyruvate
Isoleucine
Leucine
Tryptophane
Cycle de Krebs
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glutamate qui est la seule source de groupement -aminé à partir de l’ammoniaque 
(NH3+acide -cétoglutarique+NADPH,H+Acide L-glutamique+NADP+). La génération de 
ce groupe est indispensable pour la synthèse des autres acides aminés. Par la suite, l’acide 
glutamique fournira le groupement NH2 pour former les autres acides aminés selon la 
réaction : Acide glutamique+-cétoacideAcide -cétoglutarique+Acide aminé. Cette 
réaction est réversible et la nature de l’ -cétoacide conditionne l’acide aminé formé. De cette 
manière, on obtient la synthèse de la sérine, du glutamate, de l’aspartate et de l’alanine. 
Une autre voie de biosynthèse des acides aminés s’appelle la conversion. Elle consiste en la 
synthèse d’un acide aminé à partir d’un autre acide aminé précurseur (Tableau 5). Celle-ci 
peut être réversible dans le cas de la synthèse de sérine à partir de la glycine ou irréversible 
(synthèse de la cystéine, alanine, tyrosine, proline). Dans ce cas, deux acides aminés 
indispensables, la cystéine et la tyrosine, peuvent être synthétisés dans certaines circonstances 
en faible quantité à partir de la méthionine et de la phénylalanine, qui sont eux aussi des 
acides aminés indispensables.  
Enfin l’arginine est un acide aminé synthétisé au cours du cycle de l’urée par la conversion de 
l’arginosuccinate en fumarate + L-Arginine. 
4. Variations de la concentration plasmatique en acides 
aminés 
Après un repas, les acides aminés passent dans la circulation mésentérique avant d’être 
déversés dans la veine porte. De là, ils vont rejoindre le foie avant d’atteindre la circulation 
périphérique. Dans ce cas, les concentrations en acides aminés peuvent alors doubler dans le 
ce compartiment sanguin (par rapport à un état post-absorptif) voire atteindre des 
concentrations plus fortes au niveau du système porte. Ces variations de concentration 
peuvent varier d’avantage selon la composition en acides aminés du repas (Fafournoux et al, 
1990) (Aoki et al, 1976). Ainsi lors d'une malnutrition ou sous-nutrition protéique ou, à 
l’inverse, lors de la consommation d’un régime riche en protéine, on observe une forte 
variation des concentrations individuelles en acides aminés plasmatiques comparativement à 
un état nutritionnel équilibré. Il peut également se produire d'importants changements des 
concentrations en acides aminés lors de situations pathologiques telles que le sepsis, les 
brûlures ou encore le cancer. 
Ac.Glutamique+-cétoacide Ac. -cétoglutarique+Acide aminé
Synthèse d’acides aminés par transamination :
Synthèse d’acides aminés par conversion :
Réaction réversible
Réactions irréversibles
Cystéine par transsulfuration d’homocystéine
Tyrosine par hydroxylation
Alanine par décarboxylation
Proline par cyclisation
Méthionine 
Phénylalanine
Aspartate
Glutamate




-cétoacide Acide aminé
Sérine
Glutamate
Aspartate
Alanine
Ac hydroxypyruvique
Acide -cétoglutarique
Acide oxaloacétique
Acide pyruvique




Tableau 5 : Synthèse des acides aminés non indispensables par transamination ou 
conversion
SérineGlycine 
Autre :
Synthèse de l’arginine au cours du cycle de l’urée (cf: Figure 3)
Fumarate+Arginine Arginosuccinate 
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4.1. Régime riche en protéines  
Suite à la consommation d’un régime riche en protéines, les concentrations plasmatiques de 
certains acides aminés peuvent être fortement augmentées (Figure 5). En effet, les 
concentrations des acides aminés non métabolisés par le foie (acides aminés branchés ou la 
méthionine) sont fortement accrues dans la circulation sanguine. Ainsi, la concentration en 
leucine peut doubler dans le sang périphérique (Aoki et al, 1976). Ces augmentations de 
concentration en acides aminés branchés (et particulièrement la leucine) stimulent fortement 
la synthèse protéique au niveau musculaire. Cette stimulation est due à l’activation par la 
supplémentation en acides aminés de la kinase mTOR (mammalian Target of Rapamycin) et 
les phosphorylations des facteurs impliqués dans la traduction : S6K1 et 4EBP1 (cf : chapitre 
II et III). L’arginine peut produire le même type d’effet mais dans un degré moindre (Bohe et 
al, 2003) (Borsheim et al, 2008). 
Un autre effet de la supplémentation en acides aminés a été décrit : l’augmentation de la 
sécrétion d’insuline. Le laboratoire de R.H. Unger a démontré que la perfusion par voie 
intraveineuse d’acides aminés augmente fortement la sécrétion d’insuline chez le chien. Ces 
travaux ont ensuite été confirmés, l’injection de lysine, leucine et phénylalanine et surtout 
d’arginine induisant les plus fortes sécrétions d’insuline (Nair & Short, 2005). Cet effet est 
indirect et non dépendant de l’activation de la sécrétion de l’insuline par les transporteurs de 
glucose GLUT2. Toutefois, ce mécanisme est fortement similaire à celui emprunté par le 
glucose. La supplémentation en acides aminés (particulièrement en glutamate, glutamine et 
alanine) et leurs catabolismes vont augmenter la génération de métabolites intermédiaires 
(pyruvate, acétyl-CoA, oxaloacétate), stimulant le cycle de Krebs des cellules  du pancréas 
(Figure 6). Ceci va avoir pour conséquence la hausse de la production d’ATP et la fermeture 
des canaux potassiques sensibles au ratio ATP/ADP. L’arrêt de l’efflux d’ions K+ entraine 
une dépolarisation membranaire et l’activation des canaux calciques, augmentant l’afflux 
intracellulaire de calcium. Cette entrée de Ca2+ provoque l’exocytose de l’insuline. La leucine 
stimule ce mécanisme en augmentant l’activité de la GDH (glutamate deshydrogénase). Ceci 
induit une augmentation des produits du catabolisme du glutamate entrant dans le cycle de 
Krebs. Egalement, certains résultats indiquent que l’afflux cellulaire d’arginine seule 
(fortement basique) pourrait induire la dépolarisation membranaire et de ce fait, la sécrétion 
d’insuline. La relevance physiologique in vivo de ces données reste à déterminer (pour revue : 
(Newsholme et al, 2007)). 
Figure 6: Modèle de régulation de la sécrétion d’insuline dans la cellule  par le glucose et 
les acides aminés. L’entrée de glucose et son catabolisme par la voie de la glycolyse entrainent 
l’augmentation intracellulaire de pyruvate et la stimulation du cycle de Krebs. La génération 
d’ATP va induire la fermeture des canaux K+, une dépolarisation membranaire, et l’entrée de 
Ca2+ aboutissant à la sécrétion d’insuline. Le catabolisme des acides aminés comme l’alanine 
ou la glutamine fournissent des intermédiaires du cycle de Krebs, potentialisant la sécrétion 
d’insuline. La supplémentation en arginine, acide aminé basique, peut parvenir à dépolariser la 
membrane et aussi induire l’exocytose de cette hormone. GK: Glucokinase, TCA cycle : 
Tricarboxylique acide cycle (cycle de Krebs), m/c : potentiel membranaire 
mitochondrial/cellulaire (d’après Newsholme et al., 2005).
Figure 5: Variation des concentrations plasmatiques en acides aminés dans le sang afférent 
au foie, chez des rats nourris avec un régime contenant 15 ou 60% de caséine. (d’après 
Fafournoux et al., 1990)
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Enfin, la supplémentation en acides aminés peut aussi avoir des effets nocifs sur l’individu. 
Les travaux de Block et al. montrent qu’une alimentation trop riche en un acide aminé 
spécifique (dans leur cas, la leucine) va provoquer une diminution de la concentration 
plasmatique en isoleucine et en valine (Block & Harper, 1991). En effet, ces trois acides 
aminés, appartenant à la même famille partagent les mêmes transporteurs. La 
surconsommation de leucine va alors provoquer un déplacement de l'équilibre naturel de la 
concentration de ces acides aminés et entrainer une forte compétition entre ces molécules, au 
niveau du transporteur. Ceci aboutit à une surcharge en leucine et inversement, à une carence 
en isoleucine et valine. Par conséquent, l’effet de ce type de compléments alimentaires peut se 
retrouver plus délétère que bénéfique.  
4.2. Malnutrition protéique  
Etant données les différentes propriétés des acides aminés (pas de stockage possible et 
caractère indispensable pour certains d’entre eux) ainsi que les multiples fonctions qu’ils 
assurent au sein de l’organisme, les cas de malnutritions protéiques sont particulièrement 
critiques. Deux types de malnutrition protéique seront abordés dans cette partie : la sous-
nutrition protéique puis le régime déséquilibré en acides aminés. 
a) Sous-nutrition protéique 
La sous-nutrition protéique a des conséquences dramatiques, particulièrement lors de la 
période de croissance. Chez le jeune rat, un régime contenant un faible taux de protéines va 
entraîner une très forte diminution de la croissance (Figure 7) (Straus & Takemoto, 1990). 
Chez l'Homme, la sous-nutrition protéino-énergétique est un état d’apport alimentaire 
insuffisant en protéine, et ce, sur une durée prolongée. Cette situation est retrouvée 
principalement dans les pays pauvres. Les formes les plus graves sont les cas de marasmes 
(développement avant l’âge de 1 an), kwashiorkor (apparition dès l’âge de 18 mois) et de 
kwashiorkor marasmique. Ces syndromes sont souvent associés à de multiples complications 
comme un fort retard de croissance, une perte musculaire, le développement d'œdèmes à 
l'abdomen ainsi que l'apparition de troubles digestifs et psychomoteurs, une 
immunodéficience, puis l'arrêt des fonctions vitales entrainant la mort (Jahoor et al, 2008). En 
cas de sous-nutrition protéique, on observe une forte diminution de la concentration 
plasmatique de la plupart des acides aminés essentiels. Par exemple, la concentration 
plasmatique en leucine chez ces enfants peut descendre jusqu'à 17µM au lieu de 100 à 200µM 
chez des sujets sains (Figure 8) (Baertl et al, 1974). 
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Figure 7 : Effets d’une restriction protéique sur la croissance. Le gain de poids de jeunes 
rats (34 jours) soumis ad libitum à un régime iso-calorique contenant 20%, 12%, 8% ou 4% 
de protéines est déterminé sur 10 jours. N=5 (d’après Straus & Takemoto, 1990)
Figure 8 : Concentrations plasmatiques des acides aminés mesurées chez de jeunes 
enfants sévèrement dénutris (kwashiorkor) à leur admission à l’hôpital. Les barres rouges 
représentent la répartition des concentrations trouvées chez des enfants bien nourris. Chaque 
point bleu correspond à une concentration mesurée chez un patient (d'après Baertl et al., 
1974).
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Le retard de croissance associé à la sous-nutrition protéique peut notamment s’expliquer par 
la stimulation de l’expression d’IGFBP1 résultant de la baisse de concentration des acides 
aminés circulants. Cette protéine a la capacité de se fixer aux IGF1/2 (Insulin Growth Factor 
1/2) et d'inhiber leurs effets trophiques et métaboliques. La sous-nutrition protéique et la 
carence en acides aminés entraînent une surexpression très importante de l'ARNm et de la 
protéine d'IGFBP1 (Jousse et al, 1998) (Straus et al, 1993). Cette surexpression entraine une 
augmentation de la séquestration des facteurs de croissance et contribuerait donc au retard de 
croissance observé. 
b) Régime déséquilibré en acides aminés 
Le régime déséquilibré en acides aminés se différencie de la sous-nutrition protéino-
énergétique de par le fait que : i) l’apport calorique n’est pas affecté dans ce type de régime, 
ii) la déplétion plasmatique ne concernera qu’un seul d’acide aminé ou celui d’une même 
famille. 
Cette situation nutritionnelle peut être fréquente dans la nature. Un mammifère n’ayant pour 
seule source protéique des végétaux dépourvus en un acide aminé indispensable, peut se 
retrouver dans une situation de carence. Ainsi, certaines céréales, comme le blé, le maïs ou le 
riz, sont partiellement dépourvues en lysine. De même, la méthionine est présente en quantité 
insuffisante dans les légumineuses (lentilles, haricots secs, poids chiches) (Figure 9) (Ferreira 
et al, 2005; Marieb, 1999; Shekib, 1994). On parle alors de protéines « incomplètes », les 
besoins nutritionnels d’un individu en acides aminés ne pouvant pas être couverts par ces 
seuls aliments. Ce phénomène peut être amplifié par le rôle stimulateur des acides aminés 
circulants sur la protéosynthèse après un repas. Cette stimulation, notamment au niveau du 
muscle, va augmenter le captage des acides aminés sanguins et aggraver la carence induite par 
la consommation du régime déséquilibré. Toutefois, lorsqu’un animal se nourrit uniquement 
de ce type de régime, la déplétion plasmatique en l’acide aminé limitant va jouer un rôle 
signal au niveau cérébral, notamment dans la région de l’APC (Anterior Piriform Cortex) 
(Gietzen, 2000; Maurin et al, 2005). Ceci va conduire à une inhibition de la prise alimentaire 
et la mise en place d’une aversion pour ce régime ; l’animal considérant comme nocive cette 
source de nourriture ne couvrant pas tous ses besoins. Il faut noter que cette reconnaissance 
qualitative des acides aminés issus de la nourriture et la mise en place de l’aversion 
alimentaire sont des phénomènes extrêmement rapides (1 heure après le début du repas chez 
la souris) (Maurin et al, 2005).  
Figure 9 : Concentrations relatives en acides aminés indispensables du maïs (céréales) 
et des haricots (légumineuses) par rapport aux besoins chez l’homme. Le maïs comporte 
une concentration en lysine et isoleucine trop faible pour subvenir aux besoins chez 
l’homme. A l’inverse, les légumineuses sont pauvres en tryptophane et méthionine. Il est 
donc nécessaire, dans le cadre d’un régime végétarien par exemple, de planifier ses apports 
en acides aminés en combinant différentes sources protéiques (d’après Marieb E.N., 1999)
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4.3. Agressions 
Dans des situations d'agression de type trauma, cancer, brûlure, sepsis, fièvre, l’organisme 
peut se retrouver dans un état de balance azotée négative conduisant à une diminution 
importante de la masse corporelle (cachexie) (Chiolero et al, 1997; Lai et al, 2005). Les 
premières modifications du métabolisme protéique observables au cours de ces types 
d'agressions se traduisent par l'augmentation des pertes d'azote dans les urines. L'origine de 
cet azote est en fait musculaire. En réponse à l'agression, les acides aminés sont libérés grâce 
à la protéolyse de ce tissu, et redistribués vers d’autres organes privilégiés, en particulier le 
foie. Ces acides aminés seront utilisés pour la synthèse des protéines impliquées dans la 
réponse inflammatoire et pour la néoglucogenèse (Biolo et al, 1997). Ainsi, suite à une 
chirurgie ou à un trauma, on observe une forte déplétion plasmatique et intracellulaire en 
glutamine. Cet acide aminé jouera le rôle de transporteur d’azote pour la synthèse protéique 
dans le rein, le foie, le petit intestin et les cellules immunitaires. Plusieurs études cliniques 
préconisant la supplémentation de glutamine chez les malades rapportent un effet positif de ce 
régime sur la réponse immunitaire et la préservation de l’intégrité de l’intestin ainsi qu’une 
moindre perte de la glutamine intramusculaire par la protéolyse (Griffiths et al, 1999). 
Toutefois, ces processus complexes varient selon la nature et la durée du stimulus et leurs 
conséquences, sur le métabolisme des acides aminés, seront transitoires. Tous ces points ne 
seront pas abordés dans cette thèse. 
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Chapitre II - Régulation de l'expression des 
gènes par les acides aminés chez la levure 
 
Au cours de l'évolution, les cellules ont acquis la capacité de moduler l'expression de leurs 
gènes en réponse aux modifications de leur environnement. Chez les organismes 
unicellulaires, de nombreux mécanismes de régulation se sont mis en place pour leur 
permettre de métaboliser ou synthétiser de nombreux substrats en fonction de leurs 
disponibilités dans le milieu extérieur. Ainsi, chez la levure et la bactérie, la déplétion du 
milieu de culture en un acide aminé conduit à l'augmentation de l'expression de gènes codant 
les enzymes de la voie de biosynthèse de cet acide aminé. Cette régulation de l'expression des 
gènes par la disponibilité des acides aminés a été relativement bien caractérisée chez la levure. 
Plusieurs voies de signalisation ont été découvertes et étudiées. L'ensemble de ces voies est 
classé en deux groupes: tout d'abord le contrôle général, qui répond à n'importe quel acide 
aminé, et enfin le contrôle spécifique, dans lequel un acide aminé particulier régule sa propre 
biosynthèse. 
1. Contrôle général de l'expression des gènes chez la levure 
Ce contrôle général met en jeu trois grandes voies de signalisation : la voie GCN2, le système 
SPS et la voie TOR. 
1.1 La voie GCN2 
a) Description 
GCN2 a été identifiée au cours d'un criblage visant à déterminer les protéines impliquées dans 
la régulation de GCN4. Cette kinase contient 1659 acides aminés pour un poids moléculaire 
de 190KDa (Hinnebusch, 1984). Des études chez Saccharomyces cerevisiae ont montré 
qu'une carence en n’importe quel acide aminé conduit à une activation du domaine kinase de 
la protéine GCN2 (General Control Non-derepressible-2 ou eIF2 kinase 4). Celle-ci 
comporte un segment ayant une forte homologie avec une partie de l'histidyl-ARNt synthétase 
(Figure 10). Ce domaine est capable de lier les ARNt non chargé et donc de détecter le 
rapport ARNt libres sur ARNt libres. Ainsi, l’accumulation de des derniers, induite par la 
Figure 10: Structure de la kinase GCN2 et mécanisme d’activation par une 
carence en acides aminés chez la levure. A) GCN2 est composée d’un domaine 
d’interaction avec GCN1, nécessaire pour son activation (GCN1), un domaine 
pseudokinase dont la fonction n’est pas connue (PK), un domaine protéine kinase 
(PK) et un domaine de liaison des ARNt non chargés (HisRS). B) Lors d’une carence 
en acides aminés, l’accumulation d’ARNt non chargés est détectée par le domaine 
HisRS. Ceci induit l’autophosphorylation de la kinase GCN2, par son domaine PK 
(représenté en 2 lobes) sur les résidus thr882-887. Puis celle-ci phosphoryle la sous 
unité  du facteur d’initiation eIF2 (d’après Hinnebusch, 2005).
Carence en acides aminés
Accumulation des 
ARNt non chargés
B)
A)
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carence en acides aminés, provoque l'activation du domaine kinase et l’autophosphorylation 
de GCN2 sur les thr882 et thr887 (Hinnebusch, 2005; Wek et al, 1990) (Romano et al, 1998). 
Une fois activée, GCN2 va alors phosphoryler la sérine 51 de la sous-unité alpha du facteur 
d'initiation de la traduction eIF2 (eukaryotic Initiation Factor 2), seul substrat connu de cette 
kinase. Ceci va avoir pour conséquence une diminution de la traduction (Dever et al, 1992). 
Cependant, bien que la synthèse protéique globale soit inhibée, on observe une augmentation 
de la traduction d'un ARNm spécifique, codant pour la protéine GCN4 (General Control Non-
depressible-4) (Ramirez et al, 1991). Il s'agit d'un facteur de transcription régulant 
l'expression d'un grand nombre de gènes impliqués dans la voie de biosynthèse et le 
métabolisme des acides aminés. 
b) Conséquences de la phosphorylation d’eIF2 
Chez la levure, GCN2 est la seule kinase connue comme étant capable de phosphoryler eIF2α 
(Kubota et al, 2001). Or eIF2α joue un rôle clé au cours de l’initiation de la traduction (Figure 
11). En effet, en condition normale, il fait parti du complexe d’initiation ternaire : eIF2-GTP-
Met-ARNtimet. Ce dernier est lié au complexe de pré-initiation 40S pour former le complexe 
43S et permet l’incorporation de l’ARNt initiateur (Met-ARNtimet) au sein du ribosome. La 
liaison du 43S à l’extrémité 5’ du messager forme ainsi le complexe 48S. La reconnaissance 
du codon d’initiation AUG par l’ARNtimet provoque alors la dissociation des facteurs 
d’initiation et notamment le relarguage d’eIF2-GDP. Cet eIF2-GDP va être recyclé en eIF2-
GTP par le facteur eIF2B et ainsi pouvoir reformer le complexe ternaire indispensable à la 
phase d’initiation de la traduction.  
En condition de carence en acide aminé, la phosphorylation d’eIF2α par GCN2 va inhiber 
l’échange de GDP en GTP par eIF2B. Ceci va avoir pour conséquence l’appauvrissement en 
complexe ternaire eIF2-GTP-Met-ARNtimet, le complexe de pré-initiation 40S ne pourra donc 
pas être réinitié en sous-unité active 43S, provoquant, de ce fait, l’arrêt de la synthèse 
protéique en phase d’initiation. (Holcik & Sonenberg, 2005). 
Récemment, les travaux de Grallert et Boye ont démontré un rôle de GCN2 dans le contrôle 
du cycle cellulaire. Des levures exposées aux UV ainsi qu’à des agents mutagènes (H202, 
méthyle méthane sulphonate) retardent la transition de la phase G1 à S de manière GCN2-
dépendante. Ce nouveau point de contrôle implique également la phosphorylation d’eIF2 par 
GCN2 (Grallert & Boye, 2007) (Tvegard et al, 2007) 
Figure 11 : Intégration des signaux de stress GCN2-dépendant par eIF2 A) Schéma général 
de l’initiation de la traduction chez les eucaryotes. eIF2 fait partie du complexe ternaire (eIF2-
GTP-Met-ARNtimet) et doit être rechargé en GTP pour pouvoir initier la traduction. Ce 
rechargement est réalisé par le facteur eIF2B. B) Voie de signalisation GCN2/eIF2. La kinase 
GCN2 peut être activée par autophosphorylation en réponse à une carence en acides aminés ou 
un traitement aux UV. Cette activation aboutit à la phosphorylation de la sous-unité  d’eIF2, 
facteur indispensable au complexe ternaire (eIF2, GTP et Met-ARNtimet). Cette phosphorylation 
inhibe le rechargement d’eIF2-GDP en eIF2-GTP et provoque une diminution de la traduction 
globale. Toutefois certains ARNm permettant l’adaptation cellulaire aux stress peuvent continuer 
à être traduits (d’après Holcik et Sonenberg, 2005).
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c) Régulation traductionnelle de GCN4 
Comme décrit précédemment, l’activation de GCN2 et la phosphorylation d’eIF2α va induire 
la hausse de l’expression du facteur GCN4. GCN4 est un facteur de transcription induisant 
l’expression de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme et la biosynthèse des acides 
aminés (Lucchini et al, 1984). La transcription du gène GCN4 est constitutive et la régulation 
majeure de GCN4 est réalisée au niveau traductionnel (Hinnebusch, 1993). Le domaine de 
liaison à l'ADN de GCN4 interagit spécifiquement avec la séquence régulatrice 5'-
ATGA(C/G)TCAT-3’ située dans la région promotrice des gènes cibles (Oakley & Dervan, 
1990). 
Structure de l'ARNm de GCN4 
La régulation traductionnelle de GCN4 est un phénomène complexe. Dans la séquence 5’ non 
traduite (5’UTR) de son ARNm, elle met en jeu quatre petits cadres de lecture ouverts appelés 
uORF (upstream Open Reading Frame), situés en amont de la séquence codante de GCN4 
(Figure 12) (Thireos et al, 1984) (Mueller et al, 1988). Tous les ribosomes entrant à 
l'extrémité 5' de l'ARNm traduiront l'uORF1. Toutefois selon la disponibilité en acides aminés 
de la cellule, les uORFs suivants vont pouvoir être traduits ou non.  
Traduction de GCN4 en présence d'acides aminés 
En conditions non carencées, la forme active (non phosphorylée et liée à du GTP) d’eIF2 est 
abondante. Tous les ribosomes entrant à l'extrémité 5' de l'ARNm traduiront l'uORF1. Puis, au 
niveau du codon stop de cet uORF1, le ribosome a deux possibilités : soit il décroche du 
messager et la traduction est alors terminée, soit la petite sous-unité du ribosome (40S) peut 
continuer à balayer l’ARNm pour ré-initier la traduction au niveau des uORFs suivants. Ce 
choix se fera en fonction de la composition de la séquence de l’ARN en 3’ du codon stop. En 
effet, une région riche en A et U est plutôt favorable à la continuation du scan de l’ARNm par 
la sous-unité 40S alors qu’une région riche en G et C est plutôt défavorable à ce mécanisme et 
provoque l’arrêt de la traduction. En l’occurrence, la séquence en aval de l’uORF1 de GCN4 
est plutôt riche en A et U et donc favorable à la reprise du balayage de l’ARNm par les 
complexes 40S. Comme la quantité de complexes ternaires est suffisante, la capacité de 
réinitiation de la traduction au niveau des uORF 2, 3 ou 4 sera très forte. En revanche, 
contrairement aux séquences trouvées après les uORF 1/2/3, celle située en aval de l'uORF 4 
contient un codon stop dont l’environnement est riche en G et C, peu favorable à la poursuite 
du balayage de l’ARNm par les ribosomes. Ainsi, tous les ribosomes ayant traduit l'uORF 4 
Figure 12: Régulation traductionnelle de GCN4. Chez la levure, la traduction de ce 
facteur de transcription est régulée par quatre uORF contenant chacun un AUG. A) En 
condition non carencée, le niveau de phosphorylation d’eIF2 est faible. Ainsi les 
quantités de complexe eIF2-GTP et de complexes ternaires sont élevées, permettant 
uniquement d’initier la traduction au niveau de l’uORF 1 puis de la réinitier aux uORF2, 
3 ou 4.Toutefois, la probabilité de réinitier ce mécanisme au niveau de l’uORF GCN4 
(AUG5) reste faible provoquant un faible niveau de GCN4 produit B) Lors d’une 
carence en acides aminés, le niveau d’eIF2 phosphorylé augmente, entrainant la 
diminution de la quantité de complexe eIF2-GTP et ne permettant plus aux ribosomes 
d’initier la transcription au niveau des uORF2 à 4. Ceci permet aux ribosomes de 
continuer à scanner l’ARNm d’initier la traduction au niveau de l’ORF de GCN4  
(d’après Holcik et Sonenberg, 2005).
40S
43S 
(niveau élevé)
P-eIF2+ AA GCN2
(inactive)
eIF2B eIF2-GTP (niveau élevé)
A)
P-eIF2- AA GCN2
(active)
eIF2B eIF2-GTP (niveau bas)
B) 40S
43S 
(niveau faible)
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vont décrocher après ce codon stop. Par conséquent, aucun n'atteindra le codon AUG 
initiateur de GCN4 et la protéine ne sera pas traduite.  
Traduction de GCN4 au cours d'une carence en acides aminés 
Dans des conditions de carence en acides aminés, eIF2 sera phosphorylé par la protéine 
kinase GCN2, réduisant dramatiquement le niveau cellulaire de complexe ternaire eIF2-GTP-
ARNtimet . Ceci implique que les ribosomes, après avoir traduit l'uORF 1, parcourent de plus 
longues distances avant de refixer le complexe ternaire et donc reformer le complexe 48S. 
Ainsi un certain nombre de sous-unités du ribosome 40S dépasse les uORF2, 3 et 4 lors de la 
phase de balayage et ne démarre la traduction qu’au codon AUG de GCN4. Le niveau de 
traduction de ce facteur sera alors plus élevé. La protéine GCN4 traduite pourra alors agir 
comme activateur de la transcription d'un grand nombre de gènes (Abastado et al, 1991; 
Hinnebusch, 2005).  
 
1.2. La voie SPS: senseur membranaire d'acides aminés 
La voie SPS a pour rôle de réguler l'expression de certains gènes en fonction de la 
disponibilité en acides aminés dans l'environnement. En particulier, elle peut réguler 
l'expression de gènes codant pour des perméases d'acides aminés (AAP : Amino-Acid 
Permease) : AGP1, AGP2, BAP2, BAP3, ATA1, TAT2, GNP1, DIP5, AGP2 et PTR2. En 
l'absence d'acides aminés, l'expression de ces gènes est faible (Iraqui et al, 1999) (Forsberg & 
Ljungdahl, 2001)  
a) Le complexe SPS 
Le complexe SPS est composé de trois protéines: Ssy1p, Ptr3p et Ssy5p, localisées au niveau 
de la membrane plasmique. Ssy1p possède la structure d’une perméase avec 12 segments 
transmembranaires dont les parties C et N-terminales sont cytoplasmiques. En revanche, cette 
protéine n’a pas d’activité de transport connue. Elle est cependant considérée comme le 
senseur du niveau d’acides aminés extracellulaires (Figure 13). La partie N-terminale de Ssy1 
interagit physiquement avec Ptr3p et Ssy5p, fixées du côté cytoplasmique de la membrane 
cellulaire. Ptr3p est fixée à la membrane plasmique du coté cytosolique. Elle présente 
certaines homologies de séquence avec les perméases, et un domaine phosphorylable par deux 
˝caséine kinases˝ : Yck1 et Yck2, impliquées dans la stabilité de cette protéine. Ssy5p est une 
chymotrypsine-like serine protéase associée à la membrane plasmique. Des expériences de 
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Ssy1p
Ptr3p
Yck1/2
N-ter Stp1/2p
MP
MN PAA 
Stp1/2p
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Ssy1p
AA
Ptr3p P
P
Yck1/2
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Figure 13: Régulation de l’expression des gènes par le complexe SPS chez la levure:
A) En absence d’acides aminés, la protéine Ptr3p recouvre le site actif de Ssy5p. De ce 
fait, les facteurs de transcription Stp1/2p ont une localisation cytosolique. B) En 
présence d’acides aminés, la conformation de la protéine Ssy1p est modifiée, permettant 
le recrutement des caséine kinases Yck1/2. Ceci va induire une hyperphosphorylation de 
Ptr3p augmentant ainsi l’activité protéasique de Ssy5p et provoquant le clivage du 
domaine inhibiteur N-terminal des facteurs Stp1/2p. Ainsi libérés et activés, ceux-ci 
régulent positivement la transcription de gènes codant pour les perméases. MP : 
Membrane Plasmique, MN : Membrane Nucléaire, PAA : Perméases d’Acides Aminés 
(d'après Liu et al., 2008).
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double hybride ont mis en évidence une interaction de Ssy5p avec Ptr3p (Bernard & Andre, 
2001) (Hundal & Taylor, 2009).  
Par ailleurs, deux facteurs de transcription : Stp1p et Stp2p jouent un rôle clé dans l’induction 
des gènes cibles du système SPS et l’adaptation cellulaire à la concentration en acides aminés 
extracellulaires (Andreasson & Ljungdahl, 2002).  
b) Au cours d'une carence en acides aminés 
En l'absence d'acides aminés, la protéine Ptr3p est constitutivement liée à Ssy1p et Ssy5p 
couvrant ainsi le site actif de Ssy5p. De plus, le niveau de phosphorylation de Ptr3p est faible 
(Figure 13). Les facteurs de transcription Stp1p et Stp2p sont synthétisés sous leurs formes de 
précurseurs inactifs et sont localisés dans le compartiment cytosolique. Ainsi, ils ne peuvent 
induire la transcription des gènes codant pour les perméases (Ljungdahl, 2009). 
c) En présence d'acides aminés 
En présence d'acides aminés, ceux-ci se fixent à Ssy1p provoquant un changement 
conformationnel au niveau de sa partie N-terminale. Ceci provoque la phosphorylation de 
Ptr3p par les caséine kinases Yck1/2. Ceci induit alors l’activation de la protéase Ssy5p. 
Egalement, Abdel-Sater F. et al. ont montré que cette même caséine kinase Yck1 pouvait 
phosphoryler Stp1p afin de favoriser le mécanisme d’activation de ce facteur de transcription. 
Par la suite, Ssy5p va cliver les précurseurs des facteurs de transcription Stp1p et Spt2p au 
niveau de leurs parties N-terminales. Stp1/2p étant ainsi activés et libérés, ils pourront alors 
migrer dans le noyau et induire la transcription des gènes codant pour les perméases 
dépendantes de SPS, nécessaires à l'absorption des acides aminés présents dans 
l'environnement (Abdel-Sater et al, 2004) (Liu et al, 2008) (Hundal & Taylor, 2009). A 
l'heure actuelle, aucun système homologue n'a été identifié chez les mammifères. 
1.3. La voie TOR 
TOR (Target Of Rapamycin) est une sérine/thréonine kinase de haut poids moléculaire (280 
KDa). Chez la levure, il existe 2 gènes codant pour cette kinase : TOR1 et 2. Des expériences 
de purification de TOR1 et TOR2 ont permis d’identifier 2 complexes distincts : TORC1 et 
TORC2, ayant des sensibilités différentes à la rapamycine (inhibiteur spécifique des voies 
TOR). Le complexe TORC1 est constitué des protéines LST8, KOG1, TCO89, et soit TOR1 
soit TOR2. Le complexe TORC2 est formé des protéines AVO1, AVO2, AVO3, BIT61, 
LST8 et TOR2 (Wullschleger et al, 2006) (Figure 14). La sensibilité à la rapamycine dépend 
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Figure 14: Rôles physiologiques et organisation des complexes TOR1 et TOR2 
chez la levure. TORC1 est responsable du contrôle temporel de la synthèse protéique. 
Il est activé par les nutriments, et réprimé par différents stress ou par la rapamycine. 
Lorsqu’il est actif, il induit la synthèse des ribosomes, les processus de traduction et 
l’import de nutriments et inhibe l’autophagie et la transcription spécifique du stress. 
TORC2 est responsable du contrôle spatial de la synthèse protéique via le remodelage 
du cytosquelette (d’après Wullschleger et al., 2006).
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de la fixation de celle-ci à la protéine chaperonne FKBP12. Or FKBP12 ne peut lier que 
TOR1, conférant à la rapamycine la propriété d’inhiber uniquement TORC1 (Loewith et al, 
2002).  
Chez la levure, l’apport de carbone et d’azote par les nutriments (notamment les acides 
aminés et surtout la glutamine) stimule la croissance cellulaire. La voie de signalisation TOR 
répond donc à la disponibilité en nutriments et en particulier aux acides aminés (Liao et al, 
2008). A l'inverse, en conditions carencées en acides aminés, TOR est inhibée bloquant les 
cellules en phase G0 du cycle cellulaire. Ce phénotype s’accompagne d’une inhibition de la 
synthèse protéique, d’une activation de la macro-autophagie et de régulations 
transcriptionnelles spécifiques (Barbet et al, 1996).  
La kinase TOR est un régulateur clé du métabolisme énergétique. Elle est notamment 
impliquée dans la régulation positive de mécanismes de la transcription, la traduction, la 
biogénèse de ribosomes ou encore dans l'organisation de l'actine. A l’inverse, elle régule 
négativement les processus cataboliques comme la dégradation d’ARN et de protéines, ainsi 
que l’autophagie (De Virgilio & Loewith, 2006). TOR réprime l'expression des gènes 
impliqués dans la réponse à la carence en acides aminés. En revanche, elle active l'expression 
des gènes des protéines ribosomales (Zaragoza et al, 1998).  
La voie de signalisation impliquée dans la répression des gènes du catabolisme de l'azote, qui 
font partie des gènes d'adaptation à la carence en acides aminés, a été décrite (Cardenas et al, 
1999) (Hardwick et al, 1999). L'expression de ces gènes est régulée de manière positive par le 
facteur de transcription Gln3. La régulation de ce facteur se fait par phosphorylations 
inhibitrices ; plus son niveau de phosphorylation est fort, moins son activité transactivatrice 
est élevée. 
Lorsque les cellules se développent dans un milieu riche en sources azotées (comme la 
glutamine), TORC1 est actif et le niveau de phosphorylation de Gln3 est élevé (Figure 15). 
L’augmentation de l’activité kinase de TORC1 va provoquer le recrutement et la 
phosphorylation de la protéine Tap42, induisant sa liaison avec la phosphatase Sit4 (aussi 
appelée PP2A). Ceci va avoir pour conséquence la séquestration de Sit4 dans un complexe 
TORC1/Sit4/Tap42, inhibant son activité phosphatase vis-à-vis de Gln3. Le niveau de 
phosphorylation de Gln3 restant élevé, celui-ci est séquestré au niveau cytoplasmique par la 
protéine Ure2 et ne peut donc pas induire ses gènes cibles. 
En revanche, lorsque les levures sont dans un milieu pauvre en source azotée, l'inactivation de 
TORC1 par la carence en acides aminés entraîne la libération du complexe Tap42/Sit4. Celui-
ci va déphosphoryler Gln3 entrainant sa dissociation de Ure2 et sa translocation dans le 
Figure 15: Régulation de la transcription par TOR en fonction du statut en nutriments. 
A) En présence d’acides aminés, TORC1 activé va phosphoryler TAP42 qui va séquestrer Sit4. 
Ceci empêche Sit4 de déphosphoryler Gln3. Le niveau élevé de phosphorylation de Gln3 
favorise sa liaison avec Ure2 et ainsi inhibe sa translocation au niveau nucléaire. B) En 
absence d’acides aminés ou en présence de rapamycine, le complexe Tap42/Sit4 ne sera pas 
recruté par TORC1 (inactif). De ce fait, Sit4 va déphosphoryler Gln3 provoquant la libération 
de Gln3 vis-à-vis de Ure2 et l’activation de la transcription de ses gènes cibles. (d’après Tate 
et al., 2008)
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noyau. Ce facteur pourra ainsi activer les gènes cibles requis pour l’utilisation de sources 
azotées secondaires (Tate et al, 2009). TOR régule également de très nombreux autres 
facteurs de transcription de manière similaire (pour revue :(De Virgilio & Loewith, 2006)). 
Enfin, plusieurs travaux évoquent une liaison entre les voies TOR et GCN2. Ainsi TOR 
phosphoryle la sérine 477 de GCN2, phosphorylation qui est inhibée par un traitement à la 
rapamycine. Toutefois, la fonction de cette phosphorylation n’est pas clairement établie. De 
plus, ce site n’est pas conservé chez le mammifère (Cherkasova & Hinnebusch, 2003) 
(Hinnebusch, 2005).  
2. Contrôle spécifique : la voie IPM-Leu3P 
Certaines enzymes impliquées dans les voies de biosynthèse de quelques acides aminés 
peuvent être soumises à un contrôle spécifique par leur produit terminal ou par un métabolite 
intermédiaire. Par exemple, chez la levure, la biosynthèse de la leucine est réalisée en 4 
étapes (Figure 16) :  
1-La conjugaison de l’α-ketoisovalarate avec de l’acetyl-CoA, assuré par une IPM 
synthase (ou Leu4). Ceci va former de l’α-isopropylmalate (ou -IPM). 
2-La conversion de l’α-IPM en β-IPM par une IPM isomérase (ou Leu1). 
3-La conversion du β-IPM en α-ketoisocaproate par une IPM déshydrogénase (ou 
Leu2). 
4-La transamination du α-ketoisocaproate par une amino-acid 
aminotransferase (BAT2) pour former la leucine (Kohlhaw, 2003; Vijay R. Baichwal, 1983) 
(Yoshimoto et al, 2002).  
Certaines de ces enzymes sont soumises à un contrôle spécifique par la leucine (produit final) 
ou par un métabolite intermédiaire. C’est le cas pour la première enzyme de la biosynthèse de 
la leucine, Leu4. Son expression est inhibée via un rétrocontrôle par la leucine. Ainsi, une 
forte concentration en cet acide aminé conduit à un niveau faible d'-IPM et inversement, une 
carence en leucine augmente le niveau d' -IPM. Cet intermédiaire va ainsi jouer le rôle de 
senseur de la disponibilité en leucine (Sze et al, 1992). 
Egalement, Leu1 et Leu2 sont deux enzymes contrôlées transcriptionnellement par un facteur 
de transcription commun : Leu3p (Figure 17). Ce facteur est constitutivement fixé à la région 
promotrice des gènes cibles. Ainsi, lors de faibles concentrations en leucine, le taux 
intracellulaire d’-IPM, précurseur de la synthèse de leucine, augmente. Ceci va induire un 
changement de conformation de Leu3p, démasquant son domaine d’activation activant alors 
-Keto-isovalerate
cetyl-CoA
-isopropyl-
malate
-isopropyl-
malate
-Keto-
isocaproate
Leu4 Leu1 Leu2 Bat2
Leucine
Figure 16: Schéma de la biosynthèse de la leucine chez la levure
-IPM
-Leu
(isopropylmalate)
Leu1      Leu2
Leu3p
Figure 17 : Activation de la voie IPM-Leu3p chez la levure. Une carence en leucine 
induit l’augmentation de la concentration d’ -isopropylmalate dans la cellule, activant 
le facteur de transcription Leu3p. Celui-ci va alors induire la transcription des gènes 
Leu1 et Leu2 impliqués dans la voie de biosynthèse de la leucine.
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la transcription des gènes LEU1 et LEU2. En conséquence, l’accumulation de ces deux 
enzymes stimulera la synthèse de la leucine à partir d’-IPM pour palier à la carence 
(Kirkpatrick & Schimmel, 1995) (Sze et al, 1992). 
Cette voie de signalisation est conservée chez les plantes vertes, les eubactéries, 
archaebactéries et les champignons. Cependant, il n’y a pas d’équivalent décrit chez les 
mammifères (Kohlhaw, 2003). 
 26 
Chapitre III. Régulation de l'expression des 
gènes par les acides aminés chez les mammifères 
 
Chez les mammifères, la variation de concentrations en acides aminés est également 
responsable de la régulation de l'expression des gènes. Différentes études ont montré qu'une 
carence en un ou plusieurs acides aminés était capable d'augmenter l’expression de certains 
gènes. Cette observation, décrite pour la première fois par Gazzola et al. en 1981, concernait 
l'augmentation de l’activité de transporteurs d'acides aminés SNAT2 (système A), 
conséquence selon l'hypothèse des auteurs d'une augmentation des transcrits suite à la carence 
(Gazzola et al, 1981). La première confirmation d'un tel mécanisme a été apportée dix ans 
plus tard par Gong et al., qui ont pu démontrer que la transcription du gène Asparagine 
Synthase (ASNS) et la stabilité de son transcrit étaient augmentées lors d'une carence en acides 
aminés (Gong et al, 1991). En 1993, Straus et al. ont mis en évidence une régulation similaire 
pour le gène Insulin-like Growth Factor Binding Protein 1 (IGFBP-1) (Straus et al, 1993), 
puis l'année suivante cette même équipe a identifié six nouveaux gènes surexprimés par la 
carence en acides aminés, dans lesquels le gène C/EBP HOmologous Protein (CHOP ou 
GADD153) était le plus induit (Marten et al, 1994). Par la suite, des expériences de 
transcriptomique à haut débit (puces à ADN) ont montré que de nombreux gènes pouvaient 
répondre à une variation de la concentration en acides aminés. Ainsi Peng et al. (Peng et al, 
2002) ont hybridé une puce Affymetrix de 11.000 gènes avec des ARNm de lymphomes 
humain. La grande majorité des gènes réprimés par la carence en leucine (80%) le sont 
également par la carence en glutamine. En revanche, seulement 40% des gènes réprimés par 
la glutamine le sont également par la leucine. Ce résultat illustre le fait qu'il existe différents 
types de régulation qui ne sont pas partagés par tous les acides aminés.  
L’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans le contrôle de l'expression de ces gènes 
a permis de déterminer trois grands niveaux régulation mis en jeu au cours d’une carence en 
acides aminés : la régulation de la traduction des ARNm, la régulation de la stabilité des 
ARNm et enfin la régulation de la transcription des gènes. La régulation de la traduction par 
les acides aminés est un phénomène relativement bien décrit, par contre peu de données 
existent sur la régulation de la stabilité des ARNm par les acides aminés. Enfin, concernant la 
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régulation de la transcription, des études de plus en plus nombreuses permettent de 
caractériser les mécanismes impliqués. 
 
1. Régulation de la traduction des ARNm par la 
disponibilité en acides aminés 
Chez les mammifères, la disponibilité en acides aminés régule la traduction à deux niveaux : 
i) un niveau général (concernant la majorité des ARNm en traduction) comprenant la 
régulation de l’initiation et de l’élongation, ii) un niveau spécifique permettant de traduire 
certains ARNm dans un contexte de limitation en acides aminés.  
1.1. Régulation générale de la traduction par la disponibilité en acides 
aminés 
La traduction des ARNm peut être régulée à deux grands niveaux selon la disponibilité en 
acides aminés : l’initiation et l’élongation. Ces deux niveaux de régulation seront présentés 
ainsi que deux cas particuliers : CAT-1 et ATF3 dont les traductions font intervenir des 
mécanismes spécifiques. 
a) Régulation de l’étape d’initiation  
Chez les mammifères, l’initiation de la traduction est un mécanisme identique à celui de la 
levure. Dans ce processus, la fixation du complexe 43S (petite sous unité du ribosome 40S + 
eIF1A+eIF3+complexe ternaire eIF2-GTP-Met-ARNtimet) à l’ARNm est une étape importante 
(Figure 18) (Balvay et al, 2007; Klann & Dever, 2004). Comme abordé chez S. cerevisiae, 
l’étape limitante du rechargement en GTP d’eIF2 est un point de contrôle important, conservé 
chez le mammifère. De plus, un second niveau de régulation de l’initiation par la disponibilité 
en acides aminés a lieu lors de l’étape de fixation du complexe 43S à l’ARNm. 
Au niveau de la formation du complexe 43S 
Au cours d'une carence en acides aminés, la régulation de la formation du complexe 43S sera 
inhibée par la phosphorylation d’eIF2, empêchant ainsi la recharge d’eIF2-GDP en eIF2-
GTP. Ceci induit un blocage de la traduction en phase d’initiation (Kilberg et al, 2009). 
Contrairement à ce qui est décrit chez la levure, quatre protéines peuvent phosphoryler eIF2 
sur la sérine 51 chez les mammifères. Ces kinases sont PKR, PERK, HRI et mGCN2. Bien 
Figure 18: Assemblage du complexe de pré-initiation 43S lors de l’initiation de la 
traduction. Chez les mammifères, comme chez la levure, la sous-unité du ribosome 40S va 
s’associer avec les facteurs eIF1A, eIF3 et le complexe ternaire composé de eIF2/GTP/Met-
ARNtimet. Ceci donne un complexe de pré-inititiation 43S capable de lier l’ARNm au niveau de 
la cap 5’ par l’intermédiaire du complexe eIF4F (extrait de Balvay L. et al., 2007; Klann E.K. 
et Dever T.E., 2004).
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qu’elles contiennent toutes un domaine régulateur différent, elles partagent un domaine kinase 
conservé. Leur activation en cas de stress entraîne une baisse générale de la traduction (Figure 
19)(Wek et al, 2006).  
PKR (Protein kinase RNA-activated) est activée par la présence d'ARN double brins lors 
d'une infection virale ou par la voie de l'interféron. L’inhibition de la traduction via la 
phosphorylation de PKR et de eIF2 serait donc un mécanisme élaboré pour arrêter la 
progression de l’infection virale (Garcia et al, 2007). La kinase PERK (Pancreatic 
Endoplasmic Reticulum eIF2 Kinase) est localisée au niveau de la membrane du réticulum 
endoplasmique et est impliquée dans la voie de réponse au stress de celui-ci (stress ER) 
(Raven & Koromilas, 2008). HRI (Heme-Regulated eIF2 kinase) est activée par 
autophosphorylation lors d'une diminution en hème, ce qui a pour conséquence d’inhiber la 
traduction via la phosphorylation d’eIF2 (Chen, 2007). Enfin, la kinase mGCN2 est 
l'homologue chez les mammifères de GCN2. Cette kinase est, comme chez la levure, activée 
par l’accumulation d’ARNt non chargés, conséquence de la carence en acides aminés. Cette 
activation va alors provoquer la phosphorylation d’eIF2. Il est intéressant de signaler que la 
voie GCN2-eIF2, après avoir été identifiée chez la levure et les mammifères, a également été 
découverte chez les plantes supérieures (Zhang et al, 2003). Cette conservation au cours de 
l'évolution semble démontrer un rôle capital de cette voie dans l’adaptation des organismes à 
l’environnement.  
Dans tous ces cas de figure, la phosphorylation d’eIF2 provoque l’incapacité d’eIF2B de 
recharger le facteur eIF2-GDP en eIF2-GTP, induisant une limitation cellulaire en complexe 
ternaire initiateur et donc un blocage de la traduction en phase d’initiation.  
Au niveau de la fixation du complexe 43S 
La fixation du complexe de pré-initiation 43S à l'extrémité 5' de l'ARNm est une étape 
cruciale de la traduction. La régulation de sa fixation fait intervenir au moins onze facteurs 
dont: eIF4E (protéine liant la cap m7G), eIF4G (favorisant la liaison d’eIF3 aux PolyA 
Binding Proteins) et eIF4A (RNA hélicase) (Figure 20) (Groppo & Richter, 2009). Ces 3 
facteurs forment le complexe eIF4F, cible clé de la régulation de l'initiation de la traduction. 
Ce complexe se fixe au niveau de la coiffe m7G situé en 5'UTR des ARNm et recrute le 
complexe 43S (pour revue : (Goodfellow & Roberts, 2008)). Il est donc clair que la 
disponibilité des composants d’eIF4F est un point crucial pour l’initiation de la traduction. En 
particulier, la fonction et la disponibilité d’eIF4E sont contrôlées par deux mécanismes de 
régulation : i) sa phosphorylation, qui augmente son affinité pour la cap (Minich et al, 1994), 
Figure 19: Transduction des signaux de stress par la phosphorylation d’eIF2. Chez les 
mammifères, quatre kinases sont capables de phosphoryler eIF2 en réponse à divers stress. 
Cette phosphorylation induit la liaison de phospho-eIF2 à eIF2B aboutissant à un complexe 
non fonctionnel et un arrêt global de la traduction en phase d’initiation (extrait de Kilberg M.S. 
et al, 2009).
Figure 20: Représentation schématique de la régulation de la traduction par 4EBP1.
L’initiation de la traduction nécessite la fixation des facteurs eIF4E, eIF4G et eIF4A au niveau
de l’extrémité 5’ de l’ARNm. Le facteur 4EBP1 peut lier eIF4E, empêchant la fixation de ce 
dernier aux facteurs eIF4A et G et inhibant alors la phase d’initiation (extrait de Gruppo R. et 
Richter J.D., 2009).
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ii) sa disponibilité dépendante de la phosphorylation de 4EBP1 (eIF4E Binding Protein 1) 
(Figure20).  
Régulation de la disponibilité d’eIF4E : ce point précis est assuré par 4EBP1 qui à la capacité 
de se lier à eIF4E et ainsi empêcher la formation du complexe eIF4F. La liaison d’eIF4E à 
4EBP1 dépend du niveau de phosphorylation de 4EBP1. Ainsi, son état hyperphosphorylé 
favorise la libération d'eIF4E et donc l'initiation de la traduction (Gingras et al, 2001). La 
supplémentation en acides aminés, en particulier la leucine, augmente le niveau de 
phosphorylation de 4EBP1 et donc stimule la synthèse protéique (Hara et al, 1998). 
Inversement, la carence mais également le traitement à la rapamycine conduisent à 
l'hypophosphorylation de 4EBP1 et donc favorisent la séquestration de eIF4E. Ce dernier 
résultat indique que ce mécanisme est un processus de régulation analogue à celui de TOR 
chez la levure.  
Régulation du niveau de phosphorylation de 4EBP1 : la régulation de la phosphorylation de 
4EBP1 se fait par l’intermédiaire d’un homologue chez les mammifères de la kinase TOR: 
mTOR. Contrairement à la levure, chez les eucaryotes supérieurs, il n’existe qu’un seul gène 
codant pour cette proteine. mTOR peut former deux complexes distincts : mTORC1 et 
mTORC2 (Figure 21). mTORC2 (mTOR Complex 2) est constitué de la protéine mTOR, de 
mLST8, de mSIN1, de Protor-1 et de Rictor (Laplante & Sabatini, 2009). Si les fonctions de 
ce complexe restent encore indéterminées, mTORC2 a été décrit comme régulateur du 
contrôle spatial de la croissance cellulaire, notamment en contrôlant la formation du 
cytosquelette. Ce complexe n’est pas sensible aux variations énergétiques et nutritionnelles de 
la cellule. Récemment, l’équipe de D.M. Sabatini a démontré que mTORC2 peut 
phosphoryler AKT sur la sérine 473, site crucial pour une activation maximale de cette 
protéine, et la PKC sur un motif similaire à celui d’AKT en réponse à l’insuline. Cependant, 
on ne connaît pas le mécanisme d’activation de mTORC2 par les facteurs de croissance 
(Alessi et al, 2009; Huang & Manning, 2009) (Ikenoue et al, 2008). 
mTORC1 (mTOR Complex 1) fonctionne comme l'intégrateur des signaux de disponibilité 
des nutriments, de l'énergie ou du potentiel redox et contrôle la synthèse protéique. Ce 
complexe est constitué des protéines mTOR, Raptor, PRAS40 et mLST8. L'activité de ce 
complexe est stimulée par l'insuline, les facteurs de croissance, le stress oxydatif et les acides 
aminés (en particulier la leucine) (Reiling & Sabatini, 2006). Après activation, mTORC1 va 
phosphoryler 4EBP1, inhiber la séquestration d’eIF4E et donc promouvoir l’initiation de la 
traduction (Figure 22). 
Figure 21: Représentation des complexes mTORC1 et mTORC2. mTORC1 est constitué
des protéines mTOR, Raptor, PRAS40, mLST8. mTORC2 est composé de mTOR, mLST8, 
Protor-1, Rictor et mSIN1 (d’après de Laplante M. et Sabatini D.M., 2009).
Figure 22: Régulation de la phosphorylation de 4EBP1 par mTOR. L’activation de mTOR
par les facteurs de croissance ou la supplémentation en acides aminés, induit la phosphorylation 
du facteur 4EBP1. Ceci provoque la levée de la séquestration de 4EBP1 par eIF4E et donc une 
stimulation de l’initiation de la traduction (d’après Proud C.G., 2004).
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A l’inverse, mTORC1 est inhibé par la carence en nutriments ou en facteurs de croissance. 
mTORC1 est également le seul complexe sensible à une exposition aigüe à la rapamycine. 
Cette inhibition va abaisser le niveau de phosphorylation de 4EBP1 et donc inhiber l’initiation 
de la traduction (Beevers et al, 2009; Kim et al, 2002).  
Au niveau de la régulation de l’activité du facteur eIF4A  
L’initiation de la traduction nécessite également une activité hélicase au sein du complexe 
eIF4F. Celle-ci est portée par le facteur eIF4A et nécessite l’utilisation d’ATP. Le 
rechargement d’eIF4A est assuré par le facteur eIF4B (Shahbazian et al, 2006). Ce dernier est 
activé par phosphorylation au niveau de la sérine 422 par la kinase S6K1. L’activité 
enzymatique de S6K1 est régulée principalement par son degré de phosphorylation et son 
affinité pour le facteur eIF3. A l’état basal, S6K1 est séquestré par eIF3. Or les acides aminés 
peuvent réguler l’interaction eIF3/S6K1 par l’intermédiaire de mTORC1. En présence d’une 
forte concentration de ces nutriments, mTORC1 va être recruté au niveau d’eIF3 et va 
phosphoryler S6K1. Celle-ci sera libérer d’eIF3 et va pouvoir être activée par une seconde 
kinase : PDK1 (Figure 23). S6K1 va alors phosphoryler le facteur eIF4B et promouvoir 
l’activité hélicase d’eIF4A. Cette kinase peut également phosphoryler la protéine ribosomale 
S6 qui va permettre d’accélérer l’étape d’initiation. A l’inverse, une carence en acides aminés 
inhibe mTORC1 et donc la phosphorylation d’eIF4B par S6K1. Ceci empêche le 
rechargement d’eIF4A en ATP et provoque l’arrêt de la traduction (Holz et al, 2005) (Ma & 
Blenis, 2009). 
b) Régulation de l’étape d’élongation par le facteur d'élongation 2 (eEF2) 
L'élongation est le processus au cours duquel les acides aminés s'associent un à un pour 
former une chaîne polypeptidique. A chaque étape d’incorporation d’un résidu, cette 
opération s'accompagne d'un déplacement relatif du ribosome sur l'ARNm appelé 
« translocation ». eEF2 est le facteur chargé de fournir le GTP nécessaire à la translocation du 
ribosome de trois nucléotides sur l'ARNm après l'ajout de chaque acide aminé dans la 
séquence protéique en cours de synthèse. eEF2 est régulé par phosphorylation inhibitrice. 
Ainsi, la phosphorylation d’eEF2 induit une inhibition de l’élongation protéique. La kinase 
responsable de cette phosphorylation est eEF2K. Or, eEF2K est aussi une cible de la kinase 
S6K1. De la même manière qu’eEF2, la phosphorylation d’eEF2K est inhibitrice. Ainsi, 
l'activation de mTORC1 (par exemple par une supplémentation en acides aminés) induit la 
phosphorylation inhibitrice d'eEF2K (Figure 24). Il y a alors une levée de l’inhibition d’eEF2 
Figure 23: Régulation de la phosphorylation d’eIF4B et de la proteine ribosomale S6 par 
la voie mTORC1/S6K1. A) L’activation de mTORC1 par les facteurs de croissance ou la 
supplémentation en acides aminés, induit son recrutement au niveau du complexe eIF3/S6K1. 
Cette activation provoque la phosphorylation par mTOR de 4EBP1 mais également de S6K1 et 
sa libération de eIF3. B) Elle va alors être activée par la kinase PDK1. S6K1 va à son tour 
phosphoryler la protéine ribosomale S6 (au sein du 40S) mais également eIF4B afin de stimuler 
l’activité hélicase de eIF4A (extrait de Holz M.K. et al., 2005).
Figure 24: Régulation du facteur d’élongation eEF2 par mTOR. L’activation de mTOR par 
les facteurs de croissance ou la supplémentation en acides aminés, induit la phosphorylation 
d’eEF2K. Cette phosphorylation inhibe l’activité kinase de cette dernière et provoque une 
hypophosphorylation de son substrat eEF2 et donc une stimulation de l’élongation (d’après 
Proud C.G., 2004).
B)
A)
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et l'élongation est accélérée (Proud, 2006). A l'inverse, une carence en acides aminés inhibe 
mTOR et donc également l’activité de S6K1. La kinase eEF2K n'étant pas phosphorylée, elle 
sera active et pourra, à sont tour, phosphoryler le facteur d'élongation eEF2. Cette 
modification d’eEF2 inhibe sa fixation au ribosome. L’activité d’échange de GTP est donc 
fortement abaissée, réduisant la vitesse d'élongation. Ceci permet notamment à la cellule 
d'économiser les stocks d'acides aminés libres lors de ce stress nutritionnel (Proud, 2004) 
(Smith & Proud, 2008). 
1.2. Régulation spécifique de la traduction au cours d’une carence en 
acides aminés 
Au cours d'une carence en acides aminés, le niveau de synthèse protéique global diminue. 
Cependant, l'expression de certaines protéines spécifiques est maintenue, voire même 
augmentée. Cette régulation se fait, notamment, au niveau de la traduction de leurs messagers. 
Nous allons ici détailler la régulation spécifique de la traduction des protéines CAT-1 et 
ATF4 durant une carence en acides aminés. 
a) Régulation de la traduction de Cationic Amino acids Transporter 1 
(CAT-1) 
CAT-1 est un transporteur d'acides aminés Na+-indépendant. Il transporte de manière pH-
indépendante la lysine, l'arginine et l'ornithine. En 1997, il a été montré que le niveau 
d'expression de la protéine CAT-1 ainsi que le transport de l'arginine sont induits par une 
carence en acides aminés (Hyatt et al, 1997). L'augmentation de l'expression de CAT-1 fait 
intervenir à la fois la régulation de sa transcription, de la stabilité et de la traduction de son 
messager. 
La régulation de la traduction de l'ARNm de CAT-1 au cours d'une carence en acides aminés 
implique une séquence IRES (Internal Ribosome Entry Site) découverte dans la région 5'UTR 
de cet ARN (Fernandez et al, 2001). Cette séquence possède également un uORF (upstream 
Open Reading Frame) codant pour une petite séquence peptidique de 48 acides aminés. Lors 
d’une carence, la traduction de l'uORF provoque une modification de la structure de l'IRES, 
permettant au ribosome de se lier directement au codon initiateur sans avoir besoin du 
complexe eIF4F (Figure 25)(Yaman et al, 2003) (Fernandez et al, 2002). Par ailleurs, 
Fernandez et al. (Fernandez et al, 2002) ont montré que la phosphorylation d'eIF2 était 
également indispensable à la traduction de CAT-1, soit par la kinase mGCN2 (carence en 
acides aminés), soit par PERK (carence en glucose). Cette phosphorylation permet la synthèse 
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Figure 25: Régulation IRES-dépendante de la traduction de l’ARNm de CAT-1. I) En 
l’absence de la traduction de l’uORF, la traduction de CAT-1 est fortement réprimée par la 
structure de l’IRES. II) Conformation intermédiaire: l’uORF est traduit, ouvrant partiellement 
l’IRES. III). Lors d’une carence en acides aminés, les ITAFs (IRES Trans-Activating Factors) 
se fixent et stabilisent à l’IRES permettant la traduction de l’ARNm de CAT-1 (d’après Yaman
et al., 2003).
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Figure 26: Régulation de la traduction de l’ARNm de CAT-1 par les miRNA dans le foie.
En condition normale, le miRNA 122 est lié à ses sites spécifiques sur l’ARNm de CAT-1 et 
réprime sa traduction via des protéines Argonautes (Ago). Ceci provoque la sequestration des 
messagers Cat-1 dans des vacuoles impliqués dans la dégradation des ARNm et l’inhibition de 
la traduction : les P-Bodies. Au cours d’un stress, la protéine HuR est libérée du noyau vers le 
cytoplasme. Elle se lie alors à la région 3’UTR de l’ARNm de CAT-1 et l’évacue des P-bodies 
vers les polysomes, impliqués dans la traduction des ARNm. HuR va alors inhiber l’activité de 
Ago, permettant à la protéine CAT-1 d’être traduite (d’après Pillai et al., 2007).
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de protéines ITAF (IRES TransActing Factors), qui stabiliseraient la structure en position 
ouverte, et permettraient ainsi la traduction IRES-dépendante (Fernandez et al, 2003; 
Fernandez et al, 2001). 
Récemment, un nouveau mécanisme de répression de la traduction de CAT-1 a été identifié, 
faisant intervenir un microRNA (miRNA) (Figure 26). Plusieurs sites potentiels de fixation 
pour miR-122, un miRNA spécifique du foie, ont été identifiés dans la séquence 3' non 
traduite de l'ARNm de CAT-1. Chang et al. (Chang et al, 2004) ont montré que ces sites sont 
parfaitement actifs, permettant de réprimer la traduction de CAT-1 en séquestrant l'ARNm 
dans les corps P (P-bodies), des vacuoles impliquées dans la dégradation des ARNm et 
l'inhibition de leur traduction en condition basale. Au cours d'une carence en acides aminés, la 
protéine HuR est transloquée dans le cytoplasme et active la traduction de CAT-1 en 
déplaçant l'ARNm vers les polysomes (Bhattacharyya et al, 2006).  
b) Régulation de la traduction de Activating Transcription Factor 4 
(ATF4)  
ATF4 est l’homologue chez les mammifères de GCN4 (levure). Ces facteurs possèdent donc 
une régulation traductionnelle pratiquement identique. L’expression d’ATF4 est augmentée 
lors d'une carence en acides aminés. Comme GCN4, il aura pour rôle d'induire la transcription 
de nombreux gènes en réponse à cette carence tels: ATF3 et CHOP, codants pour des facteurs 
de transcription (Pan et al, 2007) (Fawcett et al, 1999) ou encore Asparagine Synthétase, un 
gène codant pour une protéine impliquée dans la synthèse d'acides aminés (Siu et al, 2002). 
Des uORFs ont été identifiés dans la partie 5' non traduite d'ATF4 qui, à l'instar de GCN4, lui 
confère la capacité à être traduit malgré l'inhibition globale de la traduction (Figure 27). 
Harding et al. (Harding et al, 2003) ont montré qu'un traitement à la tunicamycine ou une 
carence en leucine entraînait l'activation de PERK ou de mGCN2, induisant l'augmentation de 
la traduction d'ATF4 (Harding et al, 2000). Au moyen de cellules invalidées pour le gène 
ATF4 (cellules ATF4-/-), la même équipe a montré qu'ATF4 régule également l'expression 
d'un grand nombre de gènes au cours d'un stress du réticulum endoplasmique. Dans ce cas, 
une partie des gènes régulés par ATF4 sont impliqués dans le métabolisme des acides aminés 
et la protection contre le stress oxydant. La voie de signalisation mGCN2/ATF4 présente donc 
beaucoup de similitudes avec la voie GCN2/GCN4 de la levure, et sera développée plus tard. 
Figure 27: Régulation de la traduction d’ATF4 en réponse à la carence en acides aminés.
A) La structure de l’ARNm d’ATF4 chez l’homme contient deux uORF. L’uORF2 chevauche 
la séquence codante d’ATF4. B) En condition de concentration normale en protéines et/ou en 
acides aminés, le scan de l’ARNm opéré par les ribosomes provoque l’initiation de la 
traduction d’ATF4 au niveau de l’uORF1. Après avoir traduit cet uORF1, la ré-initiation de la 
traduction, possible par un haut niveau de eIF2-GTP, va se faire au niveau de l’uORF2. La 
synthèse d’ATF4 sera alors faible. C) Lors d’une faible concentration en acides aminés ou en 
protéine, la phosphorylation d’eIF2 va diminuer fortement la réinitiation de la traduction après 
l’uORF1. La sous unité 40S du ribosome va alors continuer de balayer l’ARNm. La probabilité
de réinitier la traduction avant d’atteindre l’uORF2 sera faible. Dans ce cas, la sous-unité 40S 
va passer cet uORF et  parvenir à l’ORF codant pour ATF4. Ce facteur sera traduit et son 
expression pourra augmenter (extrait de Kilberg M.S. et al, 2009).
B)
A)
C)
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c) Conclusion 
Chez les mammifères, il existe deux niveaux de régulation pour l’adaptation de la cellule à la 
disponibilité en acides aminés. Le premier permet à la cellule d'adapter son niveau de 
synthèse protéique à la quantité d'acides aminés disponibles. Le deuxième entraîne une 
régulation spécifique de l'expression de certains gènes permettant l’adaptation cellulaire à une 
carence en acides aminés. Comme chez la levure, les voies mTOR et mGCN2/ATF4 sont 
susceptibles de réguler un grand nombre de gènes au cours de cette carence. 
2. Régulation de la stabilité des ARNm par la disponibilité 
en acides aminés 
Le contenu en un ARNm est le résultat de la balance entre sa dégradation et sa production. 
Ainsi la durée de vie d’un messager va conditionner la fenêtre de temps durant laquelle il va 
pouvoir être traduit et détermine donc le niveau d’expression d’un gène. La stabilité d’un 
ARNm est donc un point de régulation crucial pour la cellule et requière la mise en jeu de 
différents mécanismes afin de réguler finement sa quantité à un temps donné.  
2.1. Introduction 
Chez les mammifères, la régulation de la stabilité d’un ARNm nécessite la présence de 
séquences régulatrices et le recrutement de facteurs protéiques à l’intérieur même des régions 
non-traduites (UTR : UnTranslated Region) de l’ARNm. Dans ce contexte, deux mécanismes 
ont largement été décrits. Le premier consiste en la préservation de la queue poly(A) située en 
3’UTR de l’ARNm. Cette séquence est liée à des PABP (Poly-A Binding Protein), la 
protégeant ainsi des attaques des ribonucléases. Le deuxième mécanisme faire intervenir la 
cap en 5’UTR du messager dont le rôle est de préserver le messager de la dégradation par les 
exonucléases. 
a) Eléments régulateurs au niveau du 3’UTR  
Cette région est considérée comme ayant un rôle majeur dans la régulation de la dégradation 
d’un ARNm. Deux séquences ont largement été étudiées : l’ARE (A+U Rich Element) et 
l’IRE (Iron Responsive Element). 
L’ARE : c’est une séquence constituée d’une répétition de bases A et U, dont le pentamère 
AUUUA est la séquence la plus représentative. Si la structure canonique de l’ARE reste 
encore à préciser, l’inclusion de cette séquence dans la région 3’UTR d’un ARNm accélère sa 
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dégradation. Cependant les mécanismes de dégradation dirigés par l’ARE sont très 
hétérogènes et dépendent fortement des facteurs protéiques liés à cette séquence. Le facteur le 
plus étudié intervenant dans ce processus est AUF1. Il existe 4 isoformes de cette protéine 
(p37, p40, p42 et p45) issus d’épissages alternatifs. Les expériences de surexpression d’AUF1 
suggèrent que ce facteur est impliqué à la fois dans la dégradation et la stabilisation de 
l’ARNm dirigée par l’ARE. Ces fonctions peuvent différer selon le type cellulaire. Autre 
protéine jouant un rôle majeur dans la stabilité ARE-dépendante d’un ARNm : HuR. Cette 
protéine fait partie de la famille ELAV (Embryonic Lethal Abnormal Vision) RNA-binding 
protein comprenant HuB, HuC, HuD et HuR. Toutes ces protéines ont été décrites comme 
pouvant lier l’ARE et stabiliser le messager. En revanche, contrairement à HuB/C/D dont les 
expressions sont restreintes au niveau cérébral, HuR est ubiquiste. La surexpression de HuR 
est associée à une stabilisation ARE-dépendante des messagers en bloquant la déadenylation 
(dégradation de la queue poly-A). Ces résultats ont été confirmés par le knock-down de HuR 
(siRNA), ceci accélérant la dégradation de l’ARNm (Brennan & Steitz, 2001; Mahtani et al, 
2001). 
L’IRE : c’est une séquence impliquée dans la régulation du métabolisme du fer et localisée 
dans la région 3’UTR du récepteur transferrin (TfR). Elle permet la stabilisation de ce 
messager, via l’interaction avec les facteurs liant l’IRE (IREBP1/2), lorsque la concentration 
en fer augmente, entrainant ainsi une hausse de la captation du fer par la cellule (Guhaniyogi 
& Brewer, 2001). 
b) Eléments régulateurs au niveau du 5’UTR  
En 5’, la cap prévient la dégradation du messager de deux manières : i) la liaison particulière 
5’-5’ au niveau de la m7G implique une terminaison avec le coté 3’ de la guanine en 5’ du 
messager, provoquant une résistance aux 5’exonucléases (Figure 28), ii) lors de la traduction, 
la cap est reconnue par les facteurs eIF4E et eIF4G, bloquant l’accès de celle-ci aux enzymes 
de dégradation. Les enzymes responsables de l’enlèvement de la cap (Dcp1/2) entrent en 
compétition avec eIF4E. Comme eIF4E et eIF4G sont liés aux protéines PABP, l’enlèvement 
de ces facteurs au niveau de la cap induit également une libération des PABP et donc une plus 
grande sensibilité de la queue poly-A aux nucléases (Newbury, 2006). 
Figure 28: Structure de la liaison particulière 5’-5’ de la cap, en 5’UTR des ARN 
messagers. La cap m7G est amarrée à l’ARNm par une liaison 5’-5’ permettant de protéger le 
messager des attaques des 5’exonucléases.
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2.2 Exemples de régulations de stabilité d’ARNm par la disponibilité 
en acides aminés 
a) Régulation de CAT-1 
La stabilité de l'ARNm de CAT-1 est le premier mécanisme à avoir été mis en évidence dans 
la régulation de l'expression de CAT-1 par la carence en un acide aminé (Aulak et al, 1999). 
Dans le cas de CAT-1, une séquence AU-Rich Element (ARE) particulière de 11 nucléotides 
a été identifiée dans la partie 3'UTR de son ARNm (Aulak et al, 1999). Cet ARE a été 
identifié comme responsable de la stabilisation de son messager au cours d'une carence en 
acides aminés, d'où son appellation de "Nutrient Sensor ARE" (NS-ARE). Yaman et al. 
(Yaman et al, 2002) ont démontré que la protéine HuR avait la capacité de se fixer au NS-
ARE durant des conditions de stress telles une irradiation aux UV ou une carence en acides 
aminés. Il a également été montré qu'au cours de la diminution de la concentration en acides 
aminés, la protéine HuR était transloquée dans le cytoplasme. HuR est donc responsable de 
l'augmentation de la stabilité de l'ARNm de CAT-1 au cours de ce stress (Loflin & Lever, 
2001; Wang et al, 2000). 
b) Régulation d’ATF3 
Le messager d’ATF3 possède également une régulation post-transcriptionnel. La partie 
3’UTR de cet ARNm comporte plusieurs motifs ARE (AUUUA), connues pour contrôler la 
balance stabilisation/dégradation du messager. Pan et al. ont démontré que l’ARNm d’ATF3 
était stabilisé lors d’une carence en acides aminés dans les cellules HepG2. Cette régulation 
passe par le recrutement de protéine HuR augmentant la stabilité du messager. En revanche, 
l’interaction de l’ARNm d’ATF3 avec AUF1, protéine impliquée dans la dégradation des 
messagers, diminue fortement dans les mêmes conditions. L’ensemble de ces résultats 
démontrent que dans les situations de carences en acides aminés, la stabilité de l’ARNm 
d’ATF3 est augmentée alors que sa dégradation est diminuée (Pan et al, 2005). 
3. Régulation de la transcription 
La plupart des études de la régulation de la transcription des gènes en réponse à une carence 
en acides aminés a porté sur l'analyse de trois gènes modèles en particulier: Asparagine 
Synthétase (ASNS), Activating Transcription Factor 3 (ATF3) et C/EBP HOmologous Protein 
(CHOP). Avant de décrire précisément les mécanismes impliqués dans la régulation de ces 
gènes, quelques notions de base concernant la régulation transcriptionnelle seront rappelées. 
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Sans vouloir être exhaustif, ce paragraphe servira surtout à replacer dans leur contexte les 
mécanismes et les acteurs impliqués dans la régulation générale de la transcription. 
3.1. Mécanismes généraux de la transcription 
a) Introduction 
Schématiquement, la transcription des gènes codant pour des protéines est régulée par des 
facteurs de transcription. Ceux-ci sont divisés en deux sous-groupes : les facteurs généraux et 
les facteurs spécifiques de la transcription. Le premier groupe interagit avec l'ARN 
polymérase II (pol II) et est constitué des 6 protéines : TFIIA, B, D, E, F et H. Ce complexe 
basal de la transcription permet de déterminer le site d’initiation de la synthèse des ARNm 
(Figure 29). Les facteurs spécifiques répondent à des stimuli externes (comme une carence 
nutritionnelle) et reconnaissent des séquences propres localisées dans la région promotrice de 
leurs gènes cibles. Selon leurs fonctions activatrices ou répressives de la transcription, ils vont 
interagir avec les facteurs généraux et moduler les activités enzymatiques de la machinerie 
transcriptionnelle. Le mécanisme général du contrôle de la transcription par les facteurs 
spécifiques de la transcription sera décrit ci-dessous. La régulation de la structure 
chromatinienne est une seconde composante importante pour la régulation de la 
transcription des gènes cibles et sera abordée par la suite. 
b) Les facteurs spécifiques de la transcription 
Les facteurs de transcription sont des protéines qui se lient à des régions spécifiques de l'ADN 
et dont le rôle est de réguler la transcription des gènes avoisinants, soit positivement (on parle 
d'activateurs transcriptionnels ou ˝enhancer˝), soit négativement (on parle alors de répresseurs 
transcriptionnels ou ˝silencer˝). On considère aujourd'hui qu'il existe plus de 2.000 facteurs 
transcription de ce type chez l'Homme, ce qui représente environ 10% du nombre total des 
gènes. Il s'agit tout simplement de la plus grande famille de protéines chez l'être humain. Ces 
facteurs possèdent deux domaines particuliers (Figure 30). Tout d'abord un domaine de 
liaison à l'ADN (ou DNA-Binding Domain, DBD) qui permet au facteur de se lier à une 
séquence spécifique d'ADN. Il possède ensuite un domaine transactivateur TAD (ou Trans-
Activating Domain), permettant au facteur de se lier avec d'autres régulateurs 
transcriptionnels. Enfin, un troisième domaine, optionnel et appelé "Signal Sensing Domain" 
(SSD), permet de fixer un élément extérieur (par exemple une hormone), permettant d'activer 
ou de désactiver ce facteur de transcription, directement en réponse à l'environnement. 
Figure 29: Schéma général de l’initiation de la transcription chez les mammifères. 
L’initiation de la transcription nécessite le recrutement séquentiel des facteurs généraux au 
niveau d’un motif particulier : la TATA box. Les protéines impliquées dans ce processus sont 
TFIIA, B, D, E, F H et l’ARN polymérase II. TBP : TATA box-Binding Protein.
Figure 30: Schéma général de la structure d’un facteur spécifique de la transcription Ce 
type de facteur est composé de 3 parties : un domaine de liaison à l’ADN (DBD : DNA Binding
Domain), un domaine facultatif capable de lier un élément extérieur (SSD : Signal Sensing
Domain) et un domaine permettant de lier d’autres protéines régulatrices (TAD : Trans-
Activating Domain)
 37 
Les facteurs de transcription reconnaissent généralement des petites séquences d'ADN 
conservées, contenues au niveau des promoteurs de leurs gènes cibles : les éléments de 
réponse. Certains de ces facteurs et de ces séquences sont communs à plusieurs gènes. Ces 
gènes peuvent ainsi être régulés soit de manière constitutive (gènes de ménage) en fonction du 
type cellulaire, soit au contraire de manière spécifique en fonction des facteurs de 
transcription impliqués en réponse à différents stimuli (Farnham, 2009; Sikorski & 
Buratowski, 2009). 
c) Le remodelage chromatinien 
Afin d’avoir une certaine souplesse dans l’expression des gènes, les histones peuvent subir de 
très nombreuses modifications post-traductionnelles. Ces modifications définissent le "code 
histone", qui tient à la fois compte de la nature et de la chronologie de ces évènements et fait 
partie intégrante de la régulation de la transcription via le remodelage de la structure 
chromatinienne (Figure 31) (Lacoste & Cote, 2003). 
Acétylation des histones 
L'acétylation des histones est un processus réversible catalysé par des enzymes appelées 
Histone Acétyl-Transférase (HAT). De nombreux co-activateurs transcriptionnels possèdent 
une telle activité enzymatique. On peut citer par exemple P300, CBP ou PCAF. Cette 
acétylation provoque une diminution de la stabilité des interactions ADN-histones, conduisant 
donc à une forme moins condensée de la chromatine, favorable à la transcription des gènes 
localisés dans cette région de l'ADN. A l'inverse, les Histones DéACétylases (HDAC) 
permettent à la chromatine de revenir à un état plus condensé, et donc d'inhiber les processus 
transcriptionnels.  
Méthylation des histones 
Il existe deux types d'Histone Méthyl-Transferase (HMT) selon si elles ciblent des résidus 
lysine ou arginine. La méthylation de lysines joue souvent un rôle dans la formation de 
l’hétérochromatine (forme condensée) alors que la méthylation des arginines semble avoir un 
effet positif sur la transcription. Mais ce n'est pas toujours le cas, ainsi, la méthylation de la 
lysine 9 de H3 est retrouvée dans l'hétérochromatine alors que la méthylation de la lysine 4 de 
H3 est liée à l’euchromatine (forme décondensée) (Jenuwein & Allis, 2001).  
 
Histone H4    SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVL
Histone H3    ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPSTGGVKK…FKT
Histone H2A  SGRGKQGGKVR…LPKKTE
Histone H2B  PEPAKSAPAPKKGSKKAVTKA…VTKYTS
1           3           5                  8                   12                     16                     20
2         4                            9  10                    14              17  18                        23              26  27  28                                             36        79
1          3           5                        9               119
5                                      12          14 15                         20                          120
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Ubiquitinylation
Phosphorylation
P Me Ac Ac Ac Ac Me
Me Me P
Ac
Me
Ac Ac Ac
Me
P
Me
Me
Me Me
P Me Ac Ac Ub
Ac Ac Ac
P
Ac Ub
Figure 31: Résidus des histones sujets à des modifications post-traductionnelles chez les 
mammifères. Dans l’organisme, les histones sont modifiées de manières spécifiques sur 
certains résidus. Il existe quatre types de modification permettant de moduler la transcription: 
l’acétylation, la méthylation, l’ubiquitinylation et la phosphorylation. (d’après Lacoste & Côté, 
2003)
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Phosphorylation des histones 
Le niveau global de phosphorylation des histones fluctue fortement au cours du cycle 
cellulaire (Bradbury et al, 1973). Cette phosphorylation affecte, entre autre, le résidu sérine 10 
des histones H3 et semble être liée de manière très directe au processus de condensation des 
chromosomes (Wei et al, 1999).  
Ubiquitinylation des histones  
Peu de données sont disponibles sur le rôle de l'ubiquitinylation des histones. Quelques études 
ont montré le rôle important que peut avoir cette modification sur le contrôle de l'expression 
des gènes. Le phénomène d'ubiquitinylation a été observé sur les histones H1, H3, H2A et 
H2B. Chez les levures et les mammifères, il a été montré que la mono-ubiquitinylation de 
H2B pouvait réguler la méthylation de l'histone H3 sur ses lysines 4 et 79 (Zhang, 2003).  
3.2. Gènes modèles utilisés dans l’étude de la transcription régulée 
par les acides aminé 
La carence en acides aminés peut induire l'expression de nombreux gènes au niveau 
transcriptionnel. Certains d’entre eux ont été choisis par plusieurs laboratoires comme gènes 
modèle afin de déterminer les mécanismes moléculaires mis en jeu dans ce type de régulation. 
C’est notamment le cas de : Asparagine Synthétase (ASNS) Activating Trasncription Factor 3 
(ATF3) et C/EBP Homologous Protein (CHOP). Dans cette partie, ces gènes modèles et leurs 
différentes fonctions seront présentées. Leurs régulations au niveau de la transcription seront 
abordées dans la partie suivante. 
a) Asparagine Synthétase (ASNS) 
L'asparagine synthétase est une enzyme de 550 acides aminés, exprimée de façon ubiquiste, et 
impliquée dans la synthèse d'asparagine et de glutamate à partir d'aspartate et de glutamine. 
Chez les mammifères, le gène a d'abord été cloné chez l'Homme (Andrulis et al, 1987), puis 
dans la lignée cellulaire CHO de hamster et chez le rat (Andrulis et al, 1989) (Greco et al, 
1989; Hutson & Kilberg, 1994). L'expression du gène ASNS est régulée par la carence en 
glucides et en acides aminés ainsi que par le stress du réticulum endoplasmique (stress ER) 
(Barbosa-Tessmann et al, 2000; Barbosa-Tessmann et al, 1999) 
Dès 1969, ASNS a suscitée un grand intérêt pour son rôle dans la résistance aux 
chimiothérapies (Cooney & Handschumacher, 1970). Ainsi ces traitements administrés lors 
de leucémies aigues comportent un traitement à l’asparaginase (enzyme catalysant l'hydrolyse 
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de l'asparagine en aspartate et de la glutamine en glutamate). La chute de la concentration 
sanguine en asparagine aboutit progressivement à la disparition des cellules tumorales dans 40 
à 60% des cas. Toutefois des résistances ont été observées. Celles-ci proviennent de la 
capacité des cellules cancéreuses à resynthétiser de l’asparagine en réponse au traitement à 
l’asparaginase. Ce mécanisme passe notamment par une surexpression d’ASNS par ces 
tumeurs (pour revue : (Richards & Kilberg, 2006)). 
b) C/EBP Homologous Protein (CHOP) 
Le gène C/EBP Homologous Protein (CHOP), aussi appelé Grouth Arrest and DNA Damage 
153 (GADD153) code pour une protéine de 19kDa appartenant à la famille des facteurs de 
transcription C/EBP. Son expression est induite en réponse à un stress du réticulum 
endoplasmique, une carence en acides aminés, une irradiation aux UV ou encore différents 
autres stress. Comme les autres membres de cette famille, CHOP est composé d'un domaine 
d'activation, d'une région leucine Zipper de dimérisation et d'un domaine basique de liaison à 
l'ADN. Il a été montré que CHOP est capable d'hétérodimériser avec les autres membres de la 
famille C/EBP. Toutefois, deux prolines étant substituées à deux résidus de la région basique 
impliquée dans la liaison à l'ADN, les homodimères CHOP/CHOP sont incapables de se fixer 
à l'ADN (Ron & Habener, 1992). CHOP est utilisé comme modèle pour l'étude de la 
régulation de l'expression des gènes par différents stress cellulaires comme le stress ER ou la 
carence en acides aminés. Dans un autre domaine, il a été démontré que CHOP est surexprimé 
dans les hépatocytes de rats lors de la phase aigüe de la réponse inflammatoire (Sylvester et 
al, 1994). Les souris CHOP-/- ne présentent pas de phénotypes particuliers. En revanche, un 
rôle de CHOP a été mis en évidence dans la lignée de souris "Akita". Ces souris ont une 
mutation du gène de l'insuline 2 entraînant la synthèse d'une protéine mal repliée. Au début de 
leur vie, ces souris présentent une glycémie normale grâce à une compensation par le gène de 
l'insuline 1. Mais rapidement un diabète s'installe, et on observe une apoptose des cellules -
pancréatiques due à un important stress ER provoqué par l’accumulation de l'insuline 2 
défectueuse (Nozaki et al, 2004). L'invalidation du gène CHOP chez ces souris permet de 
retarder l'apparition du diabète et de diminuer l'apoptose des cellules  du pancréas 
(Oyadomari et al, 2002). 
In vitro, CHOP a été impliqué dans différents domaines comme la différenciation cellulaire, 
l'apoptose ou encore la cancérogenèse. Il a notamment été mis en évidence que CHOP 
pourrait jouer un rôle dans la différenciation adipocytaire (Tang & Lane, 2000). De par ses 
propriétés et la diversité des fonctions des facteurs de transcription comme les ATFs ou les 
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C/EBPs avec lesquels il peut s'hétérodimériser, CHOP est probablement impliqué dans de très 
nombreux processus de régulation et de phénomènes biologiques. 
c) Activating Transcription Factor 3 (ATF3)  
Le gène Activating Transcription Factor 3 (ATF3) a tout d'abord été isolé d’une banque issue 
de cellules HeLa traitées avec du tetradecanoylphorbol (TPA). Il code pour un facteur de 
transcription de 181 acides aminés (20,6kDa). ATF3 présente 65% de similitude avec JDP2 
(cofacteur impliqué dans la réponse à la carence en acides aminés, cf. partie 3.3.b.) pour la 
protéine entière et plus de 80% concernant le domaine bZIP. Par conséquent, ces deux 
protéines sont classées dans le même sous-groupe de la famille des facteurs de transcription 
ATF/CREB : le sous-groupe ATF3. Ce facteur est capable de lier des éléments de réponse de 
type ATF/c-AMP response element (CRE) dont le consensus est 5'-GTGACGTA/CA/G-3' 
(Chen et al, 1996; Liang et al, 1996). Comme les autres membres de sa famille, ATF3 est 
composé d'un domaine d'activation, d'une région leucine Zipper de dimérisation et d'un 
domaine basique de liaison à l'ADN. Tous les membres de cette famille ont un domaine de 
dimérisation relativement bien conservé, ce qui leur permet de former des homo- ou des 
hétérodimères avec les autres facteurs de transcription, étape essentielle pour qu'il y ait liaison 
à l'ADN. Ceci va conduire à la régulation transcriptionnelle de l'expression d'un certain 
nombre de gènes cibles. 
 Il a été montré que ATF3 est capable de s’homodimériser. Ce dimère est souvent associé à 
une activité plutôt répressive de la transcription. En revanche, ATF3 peut aussi 
s’hétérodimériser avec c-Jun, ATF2, JunB et CHOP. Dans ces cas, il peut être activateur ou 
répresseur de l’expression des gènes cibles (Hai & Hartman, 2001). Si les fonctions 
physiologiques d’ATF3 ne sont pas clairement définies, plusieurs éléments convergent pour 
indiquer que ce gène est impliqué dans la réponse cellulaire aux stress extracellulaires. En 
effet, son expression à l’état basal est faible voire indétectable dans de nombreuses lignées 
cellulaires. Toutefois la transcription de ce gène est fortement induite par plusieurs stimuli. 
Dans les modèles animaux, l’expression d’ATF3 est induite localement suite à une ischémie 
cardiaque, une hépatectomie partielle, un accident cérébral, une plaie de la peau, une cirrhose 
ou une ischémie rénale, pancréatique, cardiaque ou hépatique. Les études en lignées 
cellulaires ont montré une induction d’ATF3 suite aux traitements aux UV, radiations, les 
agents activant les SAPKs (cytokines, anisomycine, cyclohexamide), les inhibiteurs du 
protéasome (MG132, lactacystin), l’H2O2, le stress du réticulum endoplasmique, et les 
activateurs de PPAR (Chen et al, 1996). Par ailleurs, on remarque que, parmi ces différents 
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stimuli, un certain nombre active les voies de signalisation aboutissant à la phosphorylation 
d’eIF2. Toutefois, si les inducteurs d’ATF3 sont bien décrits, des questions subsistent 
concernant les voies de signalisation en amont, le rôle d’ATF3, ses gènes cibles et la 
spécificité tissulaire de la réponse.  
d) Conclusion 
Une carence en acides aminés provoque l’induction de l’expression de nombreux gènes. Cette 
augmentation comporte une grande composante au niveau transcriptionel. Ceci a notamment 
était décrit par l’étude des trois gènes modèles exposés ci-dessus : ASNS, CHOP et ATF3. 
Cette régulation transcriptionnelle par la carence en acides aminés est médiée par un élément 
de réponse spécifique : l’AARE (Amino Acid Response Element). 
3.3. Elément cis-régulateur impliqué dans la réponse à une carence en 
acides aminés : l’AARE (Amino Acid Response Element) 
La plupart des études de promotologie concernant les gènes CHOP, ASNS et ATF3 ont révélé 
un élément de régulation indispensable à l’induction de ces gènes par la carence en acides 
aminés : l’AARE. L’identification de cet élément de réponse a permis de déterminer les voies 
de signalisations impliquées dans la réponse à une carence en acides aminés. 
a) Identification de l’AARE  
AARE de CHOP : CHOP est le gène le plus inductible en réponse à une carence en acides 
aminés identifiés par Marten et al. (Marten et al, 1994). Le clonage de la région promotrice de 
ce gène (900pb en amont du site d’initiation de la transcription) confère la même inductibilité 
à un gène rapporteur comme la luciférase. Il faut également noter que cette régulation est 
spécifique des acides aminés essentiels. Des expériences de délétion du promoteur de CHOP 
ont permis d’identifier une séquence de 33 nucléotides dont l’absence inhibe la réponse à la 
carence en leucine. L’analyse de cette séquence à permis d’identifier un site mixte C/EBP / 
ATF (5’-ATTGCATCA-3’) localisé entre -313 et -295 du site d’initiation de la transcription. 
Il fut alors dénommé Amino Acid Response Element (ou AARE). Une mutation dans cette 
séquence suffit pour perdre l’induction d’un gène rapporteur en réponse à la carence en 
leucine (Bruhat et al, 2000). 
AARE d’ASNS : le laboratoire de M.S. Kilberg a aussi identifié une séquence similaire dans 
le promoteur d’ASNS (entre -68 et -60). Cette séquence fut alors désignée par l’acronyme 
NSRE-1 (Nutrient Sensing Response Element-1) (5’-GTTTCATCA-3’). Cet élément de 
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réponse est impliqué dans l’induction d’ASNS par une carence en acides aminés 
indispensables mais aussi en glucose ou lors de stress du réticulum endoplasmique (Barbosa-
Tessmann et al, 2000). Un second NSRE a été localisé dans ce même promoteur sous le nom 
de NSRE-2 (entre -48 et -43 : 5’-GTTACA-3’). La combinaison de ces deux éléments de 
réponse (NSRE-1+NSRE-2) fut nommée NSRU (Nutrient Sensing Response Unit) (Zhong et 
al, 2003). De la même manière que l’AARE de CHOP, le NSRU est capable de conférer à un 
gène rapporteur une inductibilité par la carence en leucine. De plus, outre la séquence du 
NSRU, la distance entre les deux NSRE joue également un rôle crucial dans la réponse à la 
carence en acides aminés. Cette distance correspond à 12 paires de base, soit un tour d’hélice 
d’ADN. Ce résultat suggère que l’agencement de ces deux éléments de réponse facilite 
l’interaction entre les facteurs de transcription et ces NSRE.  
AARE d’ATF3 : concernant cet AARE, Jiang et al. (Jiang et al, 2004) ont montré que la 
carence en leucine induisait l’accumulation de la protéine ATF3. Les travaux de Liang et al. 
(Liang et al, 1996) ont décrit la structure du gène ATF3 humain ainsi que sa région 
promotrice (de -1850 à +41pb). Deux sites composites apparaissent comme intéressants : un 
site ATF/CRE (-93 à 85pb) et un site C/EBP/ATF (-23 à -15pb). Toutefois cette publication 
étant avant tout descriptive, aucune fonctionnalité n’est indiquée pour ces deux éléments de 
réponse. Leurs rôles physiologiques ont été décrits par l’équipe de MS. Kilberg en 2007. Les 
auteurs ont alors déterminé que seul le site composite C/EBP / ATF en -23 à -15bp (5´-
GTTGCATCA-3´) permettait de conférer à un gène rapporteur une réponse à la carence en 
acides amines. Ce site est désormais considéré comme un AARE. Il est à noter que cet AARE 
diffère que d’une base par rapport à l’AARE de CHOP et celui d’ASNS.  
Par la suite, d’autres gènes cibles répondant à une carence en acides aminés et possédant un 
AARE dans leurs régions promotrices ont été décrits. C’est notamment le cas de SNAT2 
(transporteur d’acides aminés neutres) (Palii et al, 2004). Un consensus a alors été donné pour 
cet élément de réponse : 5’-A/GTTG/TCATCA-3’ (Figure 32). De plus, les auteurs ont émis 
l’hypothèse que la forte similarité de séquence entre les différents AARE supposait que les 
mêmes facteurs de transcription impliqués dans la transcription AARE-dépendante. Deux 
facteurs trans ont été identifiés comme jouant un rôle clé dans ce mécanisme : ATF4 et ATF2. 
b) Protéines impliquées dans la transcription AARE-dépendante 
Comme indiqué précédemment, la séquence de l’AARE est un composite C/EBP / ATF. Ceci 
suggère donc que les facteurs de transcription composants ces deux types de familles peuvent 
se lier préférentiellement à cet élément de réponse. Les différentes études ont mis en lumière 
Figure 32: Comparaison des séquences cis AAREs impliquées dans la régulation 
de la transcription des gènes CHOP, SNAT2, ASNS et ATF3 par la carence en 
acides aminés.
AACATTGCATCATCCC

GAAGTTTCATCATGCC
GATATTGCATCAGTTT



 AGCGTTGCATCACCCC
 TT    CATCAA/G G/T
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deux facteurs de transcription ayant un rôle majeur dans la réponse à une carence en leucine : 
ATF4 et ATF2, mais également plusieurs autres protéines permettant une régulation fine de 
ce mécanisme. Dans un premier temps, une description générale des facteurs ayant la capacité 
de se lier aux différents AARE ainsi que leurs fonctions seront données. Puis, en prenant 
l’exemple de la régulation transcriptionnelle de CHOP par la carence en acides aminés, la 
cinétique d’événements de liaisons de ces facteurs à l’AARE de ce gène sera exposée. 
Le facteur de transcription ATF4 
ATF4 (ou CREB2) est un facteur de transcription de 39KDa dont le gène est localisé sur le 
locus 22q13.1. La forme ˝murine˝ est fortement homologue à la forme humaine mais présente 
une partie N-terminale plus longue de 5kDa. ATF4 fait partie de la famille des facteurs de 
transcription ATF/CREB (Activating Transcription Factor/Cyclic AMP Response Element 
Binding protein) et possède un domaine basique leucine-zipper lui conférant la capacité de 
s'homodimériser ou bien de s'hétérodimériser avec plusieurs partenaires comme les facteurs 
appartenant aux familles Jun, Fos et C/EBP, des protéines de la machinerie transcriptionnelle 
comme la sous-unité RPB3 de la RNA Polymérase II ou encore avec des kinases telles que la 
Zip-Kinase (De Angelis et al, 2003) (Kawai et al, 1998) (Ameri & Harris, 2008). ATF4 a été 
originellement décrit comme un régulateur négatif de la transcription CRE-dépendante 
(Karpinski et al, 1992). Toutefois, il est clairement acquis désormais qu’il peut avoir un 
impact positif sur la transcription des gènes comme RANKL, ostecalcin, VEGF ou plusieurs 
gènes impliqués dans les fonctions mitochondriales, le métabolisme des acides aminés ou la 
réponse à un stress oxydant (pour revue : (Ameri & Harris, 2008)). La régulation du niveau 
cellulaire d’ATF4 passe par l’activation des kinases d’eIF2 (GCN2, PKR, PERK ou HRI) et 
l’augmentation de la traduction de son ARNm (Wek et al, 2006). 
Le facteur de transcription ATF2 
ATF2 (ou CRE-BP1) est également un facteur de transcription appartenant à la superfamille 
des ATF/CREB. Il a été cloné à partir d’une banque d’ADNc de cerveau humain pour sa 
capacité à lier des éléments CRE (Maekawa et al, 1989; Nomura et al, 1993). Le gène codant 
pour ATF2 est localisé sur le chromosome humain 2q32, et produit une protéine de 505 acides 
aminés (54KDa) (Bhoumik et al, 2005; Vlahopoulos et al, 2008). Son expression est ubiquiste 
avec un niveau fort au niveau cérébral (Takeda et al, 1991).  
Il existe de nombreuses isoformes d’ATF2 issues d’épissages alternatifs ou de l’expression de 
promoteurs alternatifs. Plusieurs de ces isoformes partagent les mêmes domaines DNA-
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binding ou de dimérisation, coté C-terminal, mais différent par le coté N-terminal 
(Georgopoulos et al, 1992; Kara et al, 1990). La forme issue d’un épissage alternatif d’ATF2 
la plus décrite est ATF2-small (ATF2-sm) qui contient les 2 premiers et les 2 derniers exons 
de la forme pleine longueur. Ceci produit une protéine de 28KDa, exprimée de façon 
ubiquiste. Cette forme possède une activité transactivatrice et régule de nombreux gènes 
notamment au niveau des cellules du myomètre, gènes n’étant pas régulés par ATF2 pleine 
longueur. En revanche, la fonction de ce variant d’ATF2 n’est toujours pas déterminée 
(Bailey & Europe-Finner, 2005; Bailey et al, 2002). 
ATF2 est essentiellement régulée par modification post-traductionnelle. Ainsi en condition 
non stimulé, une interaction moléculaire entre le domaine bZIP et le domaine d’activation 
(acides aminés 1 à 112) inhibe l’activité transcriptionnelle d’ATF2. En revanche, lors de 
divers stress cellulaires, la phosphorylation des thréonines 69 et 71 (ATF2 humain) va rompre 
cette interaction conférant à ATF2 une activité transcriptionnelle (Li & Green, 1996). Pour 
acquérir une activité maximale, ce facteur doit s’associer avec d’autres facteurs de la famille 
des ATF/CREB (comme ATF1, JDP2 ou CREB) ou de la famille des AP-1(c-Jun, Fos, Fra2). 
Le choix du partenaire liant ATF2 va conditionner son activité transcriptionnelle (Bhoumik et 
al, 2005). 
La phosphorylation d’ATF2 sur ces thréonines est médiée par l’action des SAPKs (JNK et/ou 
p38) après une étape de stress ou de dommage à l’ADN (Gupta et al, 1995; Whitmarsh & 
Davis, 1996). De plus, Ouwens et al. (Ouwens et al, 2002) ont montré que ces deux 
phosphorylations peuvent intervenir de manière séquentielle par le jeu des voies de 
signalisation Ras/ERK et RalGDS/Src/p38 lors de stimulation par les facteurs de croissances. 
La phosphorylation de ces deux sites est essentielle pour l’activation d’ATF2. En effet, si l’un 
de ces sites est muté en alanine, ATF2 perd sa capacité transactivatrice (Morton et al, 2004). 
Récemment les travaux de Breittweiser W. et al. (Breitwieser et al, 2007) ont décrit une souris 
Knock In (mutations ponctuelles sur un gène) pour les sites de phosphorylation d’ATF2. Ces 
animaux ont une létalité embryonnaire causée par des défauts de développement cardiaque et 
hépatique. Ces phénotypes sont concordants avec ceux observés chez les animaux présentant 
une délétion du DBD d’ATF2, montrant l’importance cruciale de la phosphorylation de ces 
sites pour l’activité biologique d’ATF2 (Maekawa et al, 1999; Reimold et al, 1996). 
Les inducteurs classiques de la phosphorylation sur les thr69 et 71 d’ATF2 sont : l’exposition 
aux cytokines pro-inflammatoires, les agents génotoxiques (anisomycine, MMS, agents 
alkylants, MNNG) les UV, les ROS ou les dommages à l’ADN (van Dam et al, 1995). 
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La sérine 90 est un autre site d’ATF2 phosphorylé en réponse à un traitement au TNF, aux 
UV ou à l’anisomycine. En revanche, cet événement n’est pas observé dans les cellules 
traitées au PMA ou à l’EGF. Dans ces conditions de stimulation, la phosphorylation de ce 
résidu nécessite la présence de JNK. Au niveau fonctionnel, la mutation de ce résidu sérine en 
alanine n’affecte ni l’activité transactivatrice d’ATF2 ni sa capacité à recruter une activité 
HAT (van Dam et al, 1995) (Kawasaki et al, 2000; Morton et al, 2004). Egalement, lors de 
dommages à l’ADN par des radiations ionisantes, ATF2 peut être phosphorylée par la kinase 
ATM au niveau des résidus sérines 480 et 498. Cette phosphorylation est indépendante des 
kinases JNK et p38, et permet le recrutement des protéines Mre11 et Nsb1 impliquées dans la 
réparation de l’ADN au niveau des foci de cassures double-brin. Ce recrutement ne requiert 
pas la présence du domaine de liaison à l’ADN d’ATF2 (Bhoumik et al, 2005). 
Enfin, ATF2 est un facteur capable de recruter une activité HAT après stimulation. Le groupe 
de KK.Yokoyama a démontré une activité intrinsèque HAT d’ATF2. Cette activité est 
localisée au niveau du domaine proline-rich et nécessite la phosphorylation des résidus 69 et 
71 en réponse aux UV (Kawasaki et al, 2000). D’autres groupes ont montré le recrutement de 
complexe HAT de type p300 HAT et TIP60 après stimulation. Ainsi, ATF2, via son domaine 
b-ZIP, peut interagir directement avec p300 HAT. Cette interaction conduit à une acétylation 
d’ATF2 sur les lysines 357 et 374. Egalement, ATF2 interagit avec TIP60, une histone acétyl-
transférase. Après irradiation, l’association ATF2-TIP60 est moins forte. Il en résulte une 
stabilisation de l’HAT ainsi qu’une hausse de son activité (Bhoumik et al, 2008) (Karanam et 
al, 2007) 
Autres facteurs régulant l’activité de l’AARE 
Si ATF2 et ATF4 sont les facteurs de transcription majeurs dans la régulation de la 
transcription AARE-dépendante, d’autres protéines peuvent intervenir afin d’affiner la 
réponse à la carence en acides aminés. 
JDP2 (Jun Dimerization Protein 2) : cette protéine à domaine bZIP peut interagir avec ATF2, 
c-jun, junB et junD. Cette interaction provoque la répression de la transcription dirigée par 
jun, ATF2 ou C/EBP par le recrutement d’une activité histone déacétylase (HDAC3) au 
niveau du promoteur des gènes cibles (Jin et al, 2006). Notre laboratoire a montré que JDP2 
peut lier l’AARE de CHOP en condition basale, contribuant à une inhibition constitutive de 
ce gène. Lors d’une carence en acides aminés, cette liaison est rompue et JDP2 est libéré, 
levant ainsi la répression (Cherasse et al, 2008). 
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PCAF (p300/CBP-Associated Factor) : c’est l’homologue de GCN5 chez la levure (75% de 
similarité). Cette protéine est un co-activateur transcriptionnel possédant une activité histone 
acétyltransferase. Cette HAT acétyle préférablement les lysines 14 des histones H4 et, avec 
une affinité moindre, les lysines 8 et 13 des histones H3 (Nagy & Tora, 2007). Lors d’une 
carence en leucine, Cherasse et al. (Cherasse et al, 2007) ont montré un recrutement 
transitoire de PCAF au niveau de l’AARE de CHOP afin de réguler positivement l’expression 
de ce gène. Cette étape se fait par l’interaction directe de PCAF avec ATF4.  
C/EBP (CCAAT/Enhancer-Binding Protein) : cette protéine fait partie des facteurs de 
transcription à domaine bZIP. Marten et al. (Marten et al, 1994) ont montré que le messager 
de C/EBP s’accumule dans le foie de rat carencé en acides aminés. Egalement, l’équipe de 
MS. Kilberg a montré que ce facteur pouvait lier les AARE de SNAT2 et d’ASNS in vivo en 
réponse à une carence en acides aminés afin d’augmenter la transcription. Du plus, ce même 
laboratoire a démontré que C/EBP était phosphorylé en réponse à une carence en acides 
aminés et que cette phosphorylation était inhibée par un inhibiteur de la voie des MAPK : 
ERK. En revanche, le rôle précis de ce facteur dans la régulation transcriptionnelle des gènes 
cibles de la carence en acides aminés reste encore à déterminer (Thiaville et al, 2008a). 
TRB3 (Tribble 3) : c’est une pseudokinase dont l’expression est fortement augmentée au 
cours d’une carence en acides amines. Cette régulation est strictement ATF4-dépendante. 
Jousse et al. ont montré que la surexpression de TRB3 inhibait l’induction de CHOP et ASNS 
lors d’une carence en acides aminés. Cette inhibition passe par la fixation de TRB3 sur ATF4, 
affectant la transcription AARE-dépendante de ces gènes cibles (Jousse et al, 2007). 
ATF3 (Activating Factor 3) : comme présenté plus haut, ATF3 est un gène cible de la carence 
en acides aminés. Il peut également réguler la transcription AARE-dépendante d’autres gènes 
cibles . Ainsi, Pan et al. (Pan et al, 2007) ont montré qu’une carence en acides aminés de 8 
heures induisait la fixation d’ATF3 sur l’AARE de son propre gène. Ce facteur peut 
également lier l’AARE de SNAT2, ASNS ou CHOP. La fixation d’ATF3 sur les promoteurs de 
ces gènes réprime leurs expressions. Il apparaît clairement qu’ATF3, comme TRB3, participe 
à la mise en place d’une boucle de régulation négative de la transcription ATF4-dépendante. 
c) Cinétique des événements de liaison des facteurs contrôlant la 
transcription de l’AARE, exemple de la régulation du gène CHOP 
Dans un contexte de carence en acides amines de nombreux facteurs peuvent donc lier et 
réguler de manière séquentielle la transcription AARE-dépendante. La cinétique de liaison de 
ces facteurs a particulièrement été étudiée sur le promoteur du gène CHOP par notre 
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laboratoire, en utilisant la technique de Chromatine immuno-précipitation (ChIP) (Bruhat et 
al, 2009). Ce mécanisme peut être découpé en quatre étapes (Figure 33) :  
Etape 1 : A l’état basal, ATF2 est constitutivement fixé à l’AARE de CHOP. Cette liaison 
permet la fixation de JDP2 et de HDAC3. Ceci a pour conséquence une répression de la 
transcription de CHOP notamment par l’hypoacétylation des histones de son promoteur. 
Etape 2 : Lors des temps précoces de la carence en acides aminés, ATF2 est phosphorylé. Cet 
événement est associé au recrutement d’histone acetyltransferases et le relargage de JDP2 et 
de HDAC3. La conséquence de cela va être une augmentation de l’acétylation des histones 
associée à une ouverture de la chromatine favorable à la transcription du gène. 
Etape 3 : La carence en acides aminés va provoquer une hausse de la traduction et 
l’accumulation d’ATF4. Ce facteur va transloquer au niveau du noyau et lier l’AARE de 
CHOP. Cette liaison permet le recrutement de PCAF qui, de part son activité HAT, favorisera 
d’autant plus la transcription de ce gène. Ce mécanisme atteint son maximal à 4 heures après 
le début de la carence en acides aminés. En parallèle, la fixation de C/EBP augmente 
également au niveau de ce même AARE. 
Etape 4 : Dans la phase tardive de la réponse à la carence en acides aminés, la transcription et 
la traduction de gènes cibles comme ATF3 ou TRB3, parallèlement à celle de CHOP, vont 
permettre la mise en place d’une boucle de régulation négative de ce mécanisme. Ces deux 
facteurs vont alors se lier au complexe situé sur l’AARE de CHOP et exercer une répression 
de la transcription. 
d) Rôles des facteurs ATF2 et ATF4 dans la régulation de la transcription 
AARE-dépendante 
Ces deux facteurs de transcription sont les régulateurs principaux de l’induction des gènes 
cibles par la carence en acides aminés. Toutefois, les études de leurs fonctions ont révélé des 
rôles bien spécifiques pour chacun d’eux. Ceci a permis mettre en évidence que, malgré une 
forte homologie de séquence entre les différents AARE décrits, la dépendance de ceux-ci vis-
à-vis notamment d’ATF2, et donc de la voie de signalisation en amont de ce facteur, peut 
varier. Dans cette partie, les fonctions de ces deux facteurs de transcription ainsi que les voies 
de signalisation impliquées dans leurs régulations lors d’une carence en acides aminés seront 
abordées. Egalement, les éléments de la littérature qui permettent désormais de classer les 
gènes cibles de la carence en acides aminés selon leur critère de dépendance à ATF2 seront 
présentés. 
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Figure 33: Cinétique d’événements de fixation des protéines régulatrices de l’AARE de 
CHOP au cours d’une carence en acides aminés. 1) A l’état basal, les protéines ATF2 et 
JDP2 sont constitutivement fixées à l’AARE. JDP2 recrute une activité HDAC3 contribuant à
la répression du gène. 2) Entre 0 et 15-30 minutes de carence en acides aminés, ATF2 est 
phosphorylé sur la Thr71. Cette phosphorylation participe au recrutement d’une activité HAT 
sur les histones H2B et H4. JDP2 et l’AHDC3 sont relargués de l’AARE. 3) Entre 1 et 4 
heures, l’augmentation de l’expression d’ATF4 et sa fixation à l’AARE permettent le 
recrutement de PCAF. L'ensemble de ces facteurs participe à l’induction des gènes cible de la 
carence en acides aminés. 4) Enfin, les protéines ATF3 et TRB3 vont lier l’AARE et réprimer 
la transcription AARE-dépendante, constituant ainsi une boucle de régulation négative (d’après 
Bruhat A. et al, 2009).
= 15-30 minutes
= 1-4 heures
> 4heures
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Rôle d’ATF4 
ATF4 a un rôle majeur dans la réponse à une carence en acides aminés. En effet, les analyses 
de puces à ADN réalisées sur des cellules ATF4+/+ et -/- ont révélé que plus de 80% de gènes 
induits par ce stimulus (fold>=2) sont dépendants de la présence de ce facteur (Jousse et al, 
2007). L’activité transactivatrice d’ATF4 en réponse à la carence en acides aminés est 
associée à une forte hausse de sa traduction (mécanisme décrit en partie 1.2.b.) (Siu et al, 
2002). Les expériences de gel-shift ont montré qu’une carence en leucine conférait à ATF4 la 
capacité de lier le NSRE-1 (AARE de ASNS) tout comme l’AARE de CHOP (Averous et al, 
2004) (Siu et al, 2002). Ces résultats ont été confirmés par de multiples analyses de ChIP 
dirigés contre ATF4 sur le NSRE-1 ou les AARE de CHOP et ATF3 (Siu et al, 2002) (Pan et 
al, 2007) (Cherasse et al, 2007). La seule surexpression d’ATF4 active la transcription 
AARE-dépendante du gène CHOP (Shan et al, 2009). A l’inverse, le knock-down par siRNA 
de ce facteur provoque une inhibition de ce mécanisme (Averous et al, 2004). Ce résultat peut 
être corrélé par la perte totale d’inductibilité d’ASNS, ATF3, ou CHOP par la carence en 
acides aminés dans un contexte ATF4-/-. Enfin, des travaux menés dans notre laboratoire dans 
des cellules ATF4-/- ont montré qu'environ 60% des gènes répondant à la carence en acides 
aminés sont dépendants de ce facteur de transcription, démontrant définitivement son 
importance dans ce contexte (résultats non publiés). Outre son rôle intrinsèque dans la 
transcription AARE-dépendante, ATF4 joue un rôle clé dans le recrutement de coactivateurs 
en réponse à la carence en acides aminés. Comme indiqué précédemment, ATF4 permet la 
liaison du cofacteur PCAF à l’AARE de CHOP, en réponse à la carence en leucine. Ce 
recrutement a un effet positif sur la transcription de CHOP (Cherasse et al, 2007). A l’inverse, 
il peut également interagir avec TRB3 au niveau de ce même AARE afin de réguler 
négativement la transcription de ce CHOP dans la phase tardive de la réponse à la carence en 
leucine. Pris dans son ensemble, ATF4 est le régulateur transcriptionnel indispensable de la 
plupart des gènes répondant à la carence en acides aminés. 
Rôle d’ATF2 
ATF2 joue également un rôle essentiel dans la phase précoce de l’induction de certains gènes 
cibles de la carence en acides aminés. Contrairement à ATF4, son niveau d’expression ne 
varie pas au cours d’une carence en leucine. En revanche, les analyses de gel retard et de ChIP 
ont montré que ce facteur est lié constitutivement à l’élément de réponse AARE de CHOP et 
ATF3 et est phosphorylé sur la thréonine 71 en l’absence d’acide aminé (Averous et al, 2004; 
Bruhat et al, 2007). Concernant le rôle de ce facteur dans cette réponse, la littérature rapporte 
 49 
deux fonctions distinctes : i) celle d’activatrice de la transcription, ii) celle de régulatrice du 
recrutement de cofacteurs au niveau de l’AARE. 
Rôle d’ATF2 en tant qu’activateur de la transcription : La plupart des travaux ont été réalisés 
sur des MEF invalidés pour ATF2. Ceux-ci montrent que ce facteur de transcription est 
indispensable pour l’induction des gènes CHOP, ATF3, SARS ou 4EBP-1 en réponse à une 
carence en acides aminés (Figure 34) (Averous et al, 2004). En revanche, la perte d’ATF2 
n’affecte pas l’induction d’un second groupe de gènes cibles de la carence en acides aminés : 
SNAT2, ASNS et TRB3 (Bruhat et al, 2007). Le défaut d’expression d’ATF2 n’affectant pas 
la liaison d’ATF4 à l’AARE de ces gènes en réponse à une carence en acides aminés, ce 
résultat connote l’aspect strictement ATF4-dépendant de ces gènes. Ceci est d’autant plus 
intéressant que les séquences ˝core˝ des AARE de SNAT2 et CHOP sont parfaitement 
identiques (ATTGCATCA) et laisse supposer un rôle important des régions flanquantes de 
ces AARE dans la sensibilité à ATF2. 
 Rôle d’ATF2 dans le recrutement de cofacteurs : ATF2 joue également un rôle dans le 
recrutement de cofacteurs afin d’orchestrer les modifications chromatiniennes nécessaires à la 
régulation de la transcription AARE-dépendante. Ainsi, à l’état basal, les corépresseurs 
transcriptionnels JDP2 et HDAC3 (Histone DéAcétylase 3) interagissent directement avec 
ATF2 au niveau de l’AARE. Ceci a pour conséquence une répression basale de la 
transcription, en partie due au statut hypoacétylé des histones. En revanche, au cours de la 
phase précoce de carence en acides aminés, HDAC3 et JDP2 sont libérés et une activité HAT 
est recrutée induisant une acétylation des histones H4 et H2B au niveau de l’AARE de CHOP 
et des histones H4 pour celui d’ATF3 (Cherasse et al, 2008) (Bruhat et al, 2007) En revanche, 
si les histones H4 régulant l’activité de l’AARE d’ASNS sont également acétylées, ce 
mécanisme est ATF2-indépendant. Ce résultat est à corréler avec le caractère ATF2-
indépendant de ce gène au niveau de sa transcription AARE-dépendante (Figure 35). On peut 
donc conclure que le recrutement de cette activité HAT est un événement strictement ATF2-
dépendant (et non ATF4-dépendant). Toutefois, l’ensemble de ces travaux ont été réalisés 
dans un modèle cellulaire knock-out pour l’expression d’ATF2 et ne permettent pas de 
préciser le rôle spécifique de la phosphorylation d’ATF2 dans ces mécanismes. 
Dans leur ensemble, ces résultats suggèrent donc l’existence d’une seconde signalisation non 
déterminée, activée par une carence en acides aminés, aboutissant à la phosphorylation 
d’ATF2 et la mise en place d’événements transcriptionnels et de modifications 
chromatiniennes spécifiques à une sous-classe de gènes cibles (Averous et al, 2004) (Bruhat 
et al, 2007; Bruhat et al, 2000).  
Figure 35: Dépendance vis-à-vis d’ATF2 des gènes ATF3 et ASNS dans l’acétylation des 
histones H4 en réponse à une carence en acides aminés. A) ATF3 est un gène cible de la 
carence en leucine nécessitant l’expression d’ATF2 pour être induit (panel de gauche). Les 
expériences de ChIP montrent que l’acétylation de l’histone H4 induite par ce stimulus requière 
également l’expression de ce facteur (panel de droite). B) A l’inverse, ASNS est un gène 
ATF2-indépendant en réponse à cette même carence (panel de gauche). Ceci est conforté par le 
fait que l’acétylation de l’histone H4 en réponse à la carence en leucine est également ATF2-
indépendante (panel de droite) (extrait de Bruhat A. et al, 2007).
Figure 34: Dépendance vis-à-vis d’ATF4 et/ou ATF2 des gènes cibles de la carence en 
acides aminés. Il existe deux classes de gènes induits au cours d’une carence en acides aminés 
selon leurs dépendances au facteur de transcription ATF2. L’induction des gènes présentés est 
exprimée en fold (+Leucine/-Leucine). A) Dépendance des gènes cibles à ATF4 : parmi tous 
les gènes testés, tous requièrent la présence d’ATF4 afin d’être induit par une carence en 
leucine. (pas d’induction dans les cellules traitées avec le siRNA dirigé contre ATF4) B)
Dépendance des gènes cibles à ATF2 : en revanche, on remarque que certains gènes sont 
strictement ATF2-dépendant (CHOP, ATF3, SARS, 4EBP1 4F2) alors que d’autres sont ATF2-
indépendants (ASNS, SLC1, YARS) (extrait de Averous J. et al, 2004).
A) B)
B)
A)
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 Conclusion 
Malgré une forte homologie de séquence entre les différents AARE des gènes cibles de la 
carence en acides aminés, on remarque que ces gènes ne sont pas régulés de la même manière 
au cours de ce stimulus. Si tous les gènes décrits ci-dessus sont clairement ATF4-dépendants, 
en revanche leurs sensibilités par rapport à ATF2 diffèrent. L’existence de ces deux classes de 
gènes, répondant à la carence en acides aminés (ATF2-dépendants/indépendants), permet de 
conférer une plus grande flexibilité dans la magnitude, la rapidité et la spécificité des gènes 
induits par ce stimulus. 
e) Voies de signalisation en amont d’ATF4 et ATF2 
Il est acquis que plusieurs voies de signalisation sont régulées au cours d’une carence en 
acides aminés. Dans ce paragraphe, nous nous focaliserons sur les deux principales voies 
menant à l’activation des deux facteurs de transcription essentiels lors de la réponse à la 
carence en acides aminés : ATF4 et ATF2. 
Voie de signalisation en amont d’ATF4 : En réponse à la carence en acides aminés, la kinase 
mGCN2, activée par l’accumulation d’ARNt non chargés, va phosphoryler eIF2 (Figure 36). 
Outre la diminution globale de la synthèse protéique, ceci va provoquer l’augmentation de la 
traduction d’ATF4. Ce mécanisme, analogue à celui de GCN4 chez la levure, a été décrit dans 
la partie 1.2.b. Ce facteur va alors s’accumuler et transloquer au niveau nucléaire pour fixer 
les éléments de réponse à la carence en leucine. Cette fixation sur l’AARE de CHOP est 
maximale après 4 heures de carence en leucine, puis tend à régresser par la suite. Ceci aura 
pour conséquence l’induction, de concert avec ATF2 si nécessaire, de la transcription des 
gènes cibles de la carence en acides aminés. 
Voie de signalisation en amont d’ATF2 : Si le rôle du facteur ATF2 dans la réponse à la 
carence en acides aminés est bien décrit, en revanche, celui de sa phosphorylation ainsi que la 
voie de signalisation en amont de celui-ci restent encore à déterminer. L’identification de 
cette voie est le projet qui m’a été confié au cours de cette thèse. 
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Figure 36: Voies de signalisation activées par la carence en acides aminés et régulant 
l’expression du gène CHOP. Au cours d’une carence en acides aminés, la répression de 
mTORC1 va conduire à l’inhibition globale de la protéosynthèse. L’accumulation des ARNt 
non chargés induit l’autoactivation de la kinase mGCN2 qui en réponse va phosphoryler la sous 
unité  du facteur d’initiation de la traduction eIF2. Cette phosphorylation va participer à
l’inhibition de la protéosynthèse. En revanche, la traduction d’ATF4 va être augmentée. 
L’accumulation de ce facteur va provoquer sa translocation au niveau nucléaire et sa fixation à
l’AARE de CHOP. En parallèle, le facteur ATF2, constitutivement fixé à l’AARE, va être 
phosphorylé sur la Thr71 par une kinase encore non déterminée.


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Chapitre IV. Les voies de signalisation des 
Mitogen Activated Protein Kinases 
 
Les MAPKs (ou Mitogen Activated Protein Kinases) sont une famille de sérine/thréonine 
kinase conservée chez tous les eucaryotes et jouant un rôle crucial dans la régulation d’une 
large variété de processus biologiques. Au niveau phylogénétique, elles dérivent du groupe de 
kinases CMGC (Cyclin-dependent kinases, Mitogen-activated protein kinases, Glycogen 
synthase kinases, et CDK-like kinases). Tous les membres des MAPKs partagent plus de 40% 
d’identité de leurs séquences en acides aminés au niveau du domaine kinase avec ERK1 
(Extracellular signal-Regulated Kinases 1) (Figure 37) (Kannan & Neuwald, 2004). Cette 
branche de kinases coordonne la réponse à une multitude de stimuli extracellulaires que sont 
notamment : les hormones, les facteurs de croissance, les cytokines, les peptides vasoactifs, 
les chocs osmotiques, les rayons ionisants, les dommages ischémiques, les intégrines… De ce 
fait, les MAPKs jouent un rôle central dans la régulation de processus cellulaires comme la 
prolifération, la différentiation, l’embryogenèse, ou l’apoptose ; particulièrement par la 
régulation de l’expression de gènes cibles (Raman et al, 2007).  
Les MAPKs font partie des voies de signalisation régulées par une cascade de 
phosphorylation. Elles sont organisées en niveaux de phosphorylation ayant généralement lieu 
dans le cytoplasme et appelés le module MAPK. Celui-ci se décompose en 3 événements de 
phosphorylation : la MAP kinase en elle-même, activée par une MAP kinase kinase 
(MAP2K), elle-même activée à son tour par la MAP kinase kinase kinase (MAP3K) (Tableau 
6). 
Historiquement, les premières MAPKs (KSS1P et Fus3p) ont été identifiées au début des 
années 1990, dans la voie de signalisation des phéromones chez Saccharomyces cerevisiae 
(Courchesne et al, 1989). Puis leurs homologues chez les mammifères ont été clonés : ERK1, 
ERK2 et ERK3, formant une nouvelle famille de protéines kinases (Boulton et al, 1991a; 
Boulton et al, 1990; Boulton et al, 1991b; Elion et al, 1990). 
L’activité kinase de ERK1 et ERK2 fut mesurée sur les substrats MBP (Myelin Basic Protein) 
et MAP2 (Microtubule-Associated Protein-2). A l’époque, le nom de MBP et MAP2 kinase 
fut retenu (Ahn et al, 1990; Ray & Sturgill, 1988). Puis, l’acronyme MAP kinase fut conservé 
mais avec un sens différent (Mitogen-Activated Protein kinase) du fait qu’elles avaient été 
Figure 37: Représentation phylogénique du kinome. Les MAPKs dérivent du groupe de 
kinases CMGC. La branche correspondant aux  MAPKs est représentée en pointillés rouges. 
AGC Containing PKA, PKG, PKC families; CAMK : Calcium/calmodulin-dependent protein
kinase; CK1 : Casein kinase 1; CMGC : CDK, MAPK, GSK3, CLK families; STE Homologs
of yeast Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 kinases; TK : Tyrosine kinase; TKL : Tyrosine kinase-
like. http://www.cellsignal.com/reference/kinase/overview.html
Tableau 6: Architecture des différents modules MAPK chez l’homme. En réponse aux 
stimuli extracellulaires, les MAPKKK (MAP3K) sont induites. Elles vont alors phosphoryler 
les MAP2K qui vont a leurs tour phosphoryler les MAPK. Ces 3 étapes de phosphorylation 
sont regroupées dans un module MAPK (d’après Coulombe et al., 2007).
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isolées pour la première fois dans les années 1980 comme étant des tyrosines kinases 
stimulées par des agents mitotiques (Rossomando et al, 1989) 
Depuis, chez l’homme, au moins 14 gènes codant pour les membres des MAP kinases ont été 
identifiés définissant ainsi 7 voies de signalisation distinctes : les voies ERK (ERK1/2), JNK 
(c-Jun NH2-terminal kinases 1/2/3), p38 (p38///), ERK5 (ERK5), ERK3s (ERK3, ERK4) 
et ERK7s (ERK7/8) et NLK (Nemo Like Kinase) (Schaeffer & Weber, 1999) (Pearson et al, 
2001). Toutefois, les voies ERK, JNK et p38 furent les plus étudiées au cours de ces dernières 
années. 
1. Les MAPKs : deux groupes de kinases distincts 
Les MAPKs sont divisées en deux grands sous-groupes : les MAPKs conventionnelles et les 
MAPKs atypiques (Figure 38). Le premier groupe de kinases renvoie à l’image classique de la 
signalisation des MAPKs dans laquelle chacune d’elles est le substrat d’une MAP2K. En 
revanche le groupe des kinases atypiques a été moins étudié et leurs MAP2K correspondantes 
n’ont pas encore été identifiées (Coulombe & Meloche, 2007).  
1.1. Les MAPKs « conventionnelles » 
Ce groupe de kinase est certainement le plus étudié parmi l’ensemble des MAPKs. Il regroupe 
les kinases ERK1/2, ERK5 et les SAPKs (Stress-Activated Protein Kinases : p38 et JNK). Ces 
kinases ont pour caractéristique commune d’être activées obligatoirement par double 
phosphorylations concomitantes, sur les motifs conservés du sous-domaine kinase VIII : Thr-
Xxx-Tyr par les MAP2K en amont (Coulombe & Meloche, 2007; Raman & Cobb, 2003). 
a) Les Extracellular signal-Regulated Kinases 1 et 2 (ERK1/2) 
Chez les mammifères, ERK1 fut la première MAPK clonée. C’est une sérine/thréonine kinase 
possédant une grande identité de séquence avec KSS1 (51%) et FUS3 (52%). Elle fut 
identifiée pour sa capacité à phosphoryler MAP2 en réponse à l’insuline. Par la suite, ce type 
de signalisation a souvent été corrélé à la prolifération cellulaire en réponse aux facteurs de 
croissance. Une activation constitutive de cette voie est d’ailleurs associée à une 
immortalisation cellulaire (Meloche & Pouyssegur, 2007). 
La voie classique ERK est composée de 2 MAPKs : ERK1 (43KDa) et ERK2 (41KDa) 
possédant 84% de similarité entre elles, et notamment le même site de phosphorylation : TEY 
(Thr-Glut-Tyr) (Lloyd, 2006). Si ces 2 kinases sont ubiquistes, leurs niveaux d’expression 
peuvent varier selon les tissus. Ainsi dans les cellules issues du neuroderme, les deux formes 
Figure 38: Représentation des MAPKs humaines. Les MAPKs sont composées d’un domaine 
kinase (en bleu) dans lequel le nombre indiqué correspond au pourcentage d’homologie avec le 
domaine kinase de ERK1. Ces kinases sont réparties en deux groupes: les MAPKs
conventionnelles et les MAPKs atypiques. Le motif d’activation de chacune est indiqué. TAD : 
transactivation domain, NLS : Nuclear localization domain, C34 : domaine conservé entre ERK3 
et ERK4, AHQr : Alanine (A)-histidine (H)-glutamine (Q) rich domain (d’après Coulombe et al.,
2007).
MAPK 
conventionnelles
MAPK 
atypiques
s
s
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de ERK sont exprimées de manière équivalente, en revanche ERK2 est majoritaire dans les 
cellules immunitaires (Pearson et al, 2001).  
Les souris invalidées pour ERK1 sont viables et fertiles. Ces souris présentent des défauts de 
développement des thymocytes mais également de la plasticité neuronale et d’apprentissage 
(Pages et al, 1999) (Mazzucchelli et al, 2002) (Selcher et al, 2001). De plus, l’invalidation 
d’ERK1 prévient la survenue de l’obésité par défaut de différentiation des adipocytes (Bost et 
al, 2005). Le knock-out de ERK2 provoque une létalité embryonnaire à jE=6.5 due à un 
défaut de formation du mésoderme, de l’ectoderme et du cône ectoplacentaire. Ce phénotype 
est ˝réversé˝ par expression transgénique de ERK2, montrant bien qu’il s’agit d’un phénotype 
spécifique de cette kinase (Saba-El-Leil et al, 2003; Yao et al, 2003). Egalement, l’utilisation 
d’un KO conditionnel a montré que ERK2 est essentielle au développement des cellules T 
(Fischer et al, 2005). 
b) ERK5 
ERK5, aussi appelée Big MAPK 1 (BMK1) est une kinase de 816 acides aminés (98 kDa). 
Son surnom provient du fait qu’elle ait une masse moléculaire deux fois supérieure aux 
MAPKs classiques (Wang & Tournier, 2006). ERK5 est stimulée par la double 
phosphorylation sur son motif TEY (Thr-Glut-Tyr) en réponse à un stress oxydatif, aux 
facteurs de croissance, ou à un choc osmotique (Mody et al, 2003) (Kondoh et al, 2006). 
Il existe 3 isoformes d’ERK5 issues d’épissages alternatifs : ,  et . Cependant, ERK5 et  
ne possèdent pas de domaine kinase, les rendant incapables de phosphoryler leurs substrats. 
Elles agissent alors comme des dominants négatifs de ERK5 auprès de la MAP2K : MEK5 
(Yan et al, 2001). Egalement une quatrième isoforme d’ERK5 a été décrite : ERK5-T. Celle-
ci possède une forme tronquée du côté C-terminal. Il en résulte une séquence où le NLS 
(Nuclear Localization Signal) est absent. De ce fait, ERK5-T ne peut pas transloquer au 
niveau nucléaire après stimulation (McCaw et al, 2005). 
MEK5 est la seule MAP2K de ERK5 identifiée (Figure 39). Les fonctions de MEK5 ont 
surtout été caractérisées par l’étude des souris MEK5-/-. Ainsi, comme les animaux ERK5-/-, 
elles présentent des défauts de développement cardiaque et meurent à jE=10,5 (Wang et al, 
2005) (Regan et al, 2002). Les MAP3K : MEKK2 et MEKK3 sont connues pour pouvoir 
activer MEK5 lors de stimuli comme le traitement à l’EGF ou à l’H2O2 (English et al, 1995) 
(Chao et al, 1999) (Sun et al, 2001). 
Les substrats connus de ERK5 sont c-Myc, Sap1 et MEF2A, B, C et D. Notamment la 
phosphorylation de MEF2C par ERK5 régule positivement l’expression du gène c-jun (Kato 
Agents mitogènes
(ex : EGF)
MEF2, Sap1, c-Myc,…
Stress (ex : H202, 
sorbitol)
MEKK2/3MAP3K
MEK5MAP2K
ERK5MAPK
Figure 39: Régulation de ERK5 par les agents mitogènes et les stress extracellulaires. ERK5 
est activée par double phosphorylation sur des résidus thr et tyr par la MAP2K : MEK5. Cette 
dernière peut être phosphorylée soit par MEKK2 ou MEKK3 en réponse à des stimuli 
mitogéniques ou de stress (d’après Wang e al., 2006).
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et al, 1997) (Kato et al, 2000) (Yang et al, 1998a) (English et al, 1998) (Kamakura et al, 
1999).  
c) Les Stress Activated Protein Kinases (SAPKs) 
Les SAPKs sont une sous-famille des MAPKs activées par les multiples phénomènes de 
stress cellulaires. Elles regroupent les isoformes de p38 et JNK. 
p38 
p38 fut identifiée comme étant une kinase de 38 kDa, répondant aux traitements par les 
endotoxines et chocs osmotiques (Han et al, 1994). Le clonage de l’ADNc de p38 a révélé 
qu’elle est l’homologue de Hog1, une MAPK jouant un rôle de senseur osmotique chez la 
levure (Brewster et al, 1993). Si p38 fut identifiée comme la kinase répondant aux stress 
(choc osmotique, arsenic, choc de température) et aux traitements par le facteur de croissance 
CSF-1 et par l’interleukine 1, par la suite, trois autres gènes codant pour des isoformes de p38 
ont été identifiés. Ceci porte à quatre le nombre d’isoformes de p38 : p38, p38, p38 (ou 
ERK6) et p38. Ces 4 isoformes de p38 possèdent un même site d’activation TGY (Thr-Gly-
Tyr)(Rouse et al, 1994) (Freshney et al, 1994; Jiang et al, 1996) (Mertens et al, 1996) 
(Goedert et al, 1997a) (Li et al, 1996). De plus, il a été montré que p38 pouvait subir des 
épissages alternatifs (Enslen et al, 1998) (Kumar et al, 1997) 
Ces isoformes ont été subdivisées en 2 groupes selon leurs analogies de séquences, leurs 
susceptibilités aux inhibiteurs SB203580 et SB202190 et leurs substrats: 
 -/= 75% d’homologie entre elles alors que /= 62 et 61% par rapport à p38. 
 -uniquement  et  sont sensibles aux inhibiteurs cités (Kuma et al, 2005) (Cuenda et 
al, 1997). 
 - / phosphorylent plus facilement la protéine Tau que les isoformes /, en réponse 
au choc osmotique (Feijoo et al, 2005) (Goedert et al, 1997b). Ceci est également vrai pour les 
protéines 1-syntrophin, SAP90/PSD95 et SAP97/hDlg (Hasegawa et al, 1999) (Sabio et al, 
2005). A l’inverse, MAPKAPK2/3 (MAPK Activated Protein Kinase 2/3) et la glycogène 
synthase sont préférentiellement phosphorylées par  et  (Goedert et al, 1997a) (Cuenda et 
al, 1997) (Kuma et al, 2004). 
Si la localisation de p38 peut être à la fois au niveau nucléaire et cytoplasmique à l’état basal, 
une fois activée, la majorité transloque vers le noyau. Une faible partie peut rester au niveau 
cytoplasmique, notamment pour phosphoryler et activer de nombreuses kinases. Le premier 
substrat cytosolique de p38 à avoir été déterminé fut MAPKAPK2. Par la suite, de 
Tableau 7: Phénotypes des souris knock-out pour p38. (extrait de Wagner EF. et Nebreda AR., 
2009)
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nombreuses kinases cibles de p38 ont été identifiées : MAPKAPK3, MNK1 et 2, PRAK et 
MSK1 (Ben-Levy et al, 1998; Raingeaud et al, 1995; Rouse et al, 1994) (Freshney et al, 1994; 
McLaughlin et al, 1996; New et al, 1998; Waskiewicz et al, 1997) (Deak et al, 1998). Au 
niveau nucléaire, les facteurs de transcription phosphorylés par p38 sont ATF1/2/6, Sap1, 
CHOP, p53 Elk-1, MEF2A/C ou NFAT (Raingeaud et al, 1995) (Hazzalin et al, 1996) 
(Raingeaud et al, 1996) (Tan et al, 1996) (Janknecht & Hunter, 1997; Thuerauf et al, 1998) 
(Huang et al, 1999; Price et al, 1996; Wang & Ron, 1996). 
Le KO de p38 est létal à jE=10,5-12,5 du fait d’un défaut de développement du placenta et 
de l’angiogenèse (Tableau 7) (Mudgett et al, 2000). Concernant les KO des autres isoformes 
//, et le double KO /, aucun phénotype n’a pu être décrit. Egalement le KO d’une 
isoforme ne semble pas affecter l’activité kinase des autres p38. En conclusion, seule p38 
semble jouer un rôle critique au cours du développement et peut compenser l’absence d’une 
autre isoforme (Beardmore et al, 2005) (Sabio et al, 2005). 
Les c-Jun NH2-terminal kinases (JNK) 
La classe des JNKs fait également partie des MAPKs activées par le stress cellulaire (ou 
SAPK) comme p38. Après avoir identifié les kinases ERK, rapidement l’idée qu’il existe une 
autre voie de signalisation dans les MAPKs émergea. En effet, l’administration de 
cycloheximide (inhibiteur de la synthèse protéique) chez des rats, induit une phosphorylation 
du facteur ribosomial S6. Cette phosphorylation est due à l’activation de p70S6K par 
phosphorylation sur ses résidus sérine/thréonine. L’hypothèse était alors que p70S6K était un 
substrat de ERK. Or ERK est incapable de phosphoryler p70S6K in vitro suggérant qu’une 
nouvelle sérine/thréonine kinase est impliquée dans ce mécanisme. La kinase purifiée à partir 
de foies perfusés au cycloheximide possédait un poids moléculaire de 54 kDa et montra une 
capacité à phosphoryler la protéine MAP2 in vitro. Elle fut alors dénommée pp54MAP2 
kinase (Kyriakis & Avruch, 1990). 
Par la suite les 2 isoformes de cette protéine : p46 et p54, furent purifiées par chromatographie 
d’affinité sur une protéine de fusion GST-c-jun (Hibi et al, 1993). 
JNK1 fut isolée par 2 groupes différents en 1994 : Kyriakis et al. et Derijard et al. (Kyriakis et 
al, 1994) (Derijard et al, 1994). Puis, la même année, Sluss et al. (Sluss et al, 1994) identifia 
une seconde isoforme de JNK : JNK2. Enfin, les analyses de biologie moléculaire ont pu 
démontrer qu’il existait une troisième isoforme : JNK3. Trois gènes différents sont à l’origine 
de l’expression de ces trois isoformes de JNK. Si JNK1 et 2 sont ubiquistes, en revanche 
l’expression de l’isoforme JNK3 est restreinte au niveau du cerveau, du cœur et du testicule 
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(Derijard et al, 1994; Kyriakis & Avruch, 2001) (Davis, 2000; Gupta et al, 1996). Ces 3 
kinases possèdent plus de 85% d’identité et toutes comportent un motif de 
phosphorylation TPY (Thr-Pro-Tyr) dans leur boucle d’activation. De plus de nombreux 
épissages alternatifs peuvent donner jusqu'à dix messagers matures et donc protéines 
différentes (Tournier et al, 1999). Il a été démontré que ces épissages avaient lieu entre les 
sous domaines IX et X ainsi qu’au niveau des extrémités C-term de JNK1/2/3. Ainsi 12 
polypeptides ont pu être identifiés. Il apparaît que ces isoformes diffèrent par leurs affinités de 
substrats (Gupta et al, 1996) (Kallunki et al, 1994; Kyriakis & Avruch, 2001). 
Le modèle animal KO pour JNK1 est viable, mais comporte des anomalies au niveau des 
processus d’apoptose et de la réponse immunitaire du fait d’un défaut de cellules T. Il 
présente également une moindre résistance à l’insuline en réponse à un régime ˝High Fat˝, due 
à l’absence de phosphorylation répressive de IRS1 (Tableau 8) (Constant et al, 2000) (Sabio 
et al, 2008). Il existe 2 modèles de souris KO pour JNK2. Ces animaux sont viables, mais 
présentent des défauts d’activation des cellules T dus à une sous production d’IFN 
(Sabapathy et al, 1999) (Yang et al, 1998b). Le KO de JNK2 aurait également un rôle 
protecteur contre le diabète de type 1 (Jaeschke et al, 2005) (Wagner & Nebreda, 2009). Ceci 
démontre qu’au delà de leurs similarités de séquence et de leurs voies d’activation communes, 
ces 2 kinases régulent des mécanismes moléculaires et des fonctions physiologiques 
différents. 
Le modèle animal KO pour JNK3 est également viable mais présente des défauts dans les 
mécanismes d’apoptose. En effet, l’invalidation de ce gène protège les cellules neuronales de 
l’hippocampe contre la toxicité et l’apoptose cellulaire induite par le glutamate. La 
phosphorylation de c-jun et l’activité AP-1 dépendante s’en retrouvent alors réduites. Ces 
données ont permis de conclure que JNK3 jouerait un rôle important dans l’apoptose 
neuronale au niveau cérébral (Bogoyevitch et al, 2004; Yang et al, 1997). Alors que les souris 
JNK1/3-/- et JNK2/3-/- restent viables, les souris doubles KO JNK1/2 meurent à jE=11,5 du 
fait d’un défaut d’apoptose au niveau du tube neural (Kuan et al, 1999) (Sabapathy et al, 
1999). Ceci a permis de démontrer que les JNK1/2 jouent un rôle essentiel au niveau 
développement du cerveau alors que JNK3 semble être impliquée dans l’apoptose induite 
dans ce tissu (Yang et al, 1997) (pour revue :(Aouadi et al, 2006)). 
1.2. Les MAPKs « atypiques » 
Cette sous famille des MAPKs comprend les kinases ERK3/4/7 et NLK. Elle est la moins 
étudiée tant au niveau des mécanismes d’activation que de ses fonctions physiologiques. 
Tableau 8: Phénotypes des souris knock-out pour JNK. (extrait de Wagner EF. et Nebreda
AR., 2009)
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Toutefois, elle est caractérisée par deux spécificités particulières. Tout d’abord, une glycine 
ou un glutamate peuvent remplacer la tyrosine au sein du site de phosphorylation (pour 
ERK3/4 et NLK). Surtout, elles n’ont pas de MAP2K connues et ne semblent donc pas être 
activées par la signalisation typique des MAPKs : MAP3K>MAP2K>MAPK (Coulombe & 
Meloche, 2007). 
a) ERK 3, 4 et 7 
ERK3/4 
ERK3 fut clonée en 1991 et identifiée par hybridation avec une sonde dirigée sur ERK1. Elle 
partage 43% d’homologie avec ERK2 et n’a pas d’homologue ni chez le nématode ni chez la 
levure. Chez l’humain, ERK3 est une protéine de 720 acides aminés (100 kDa) (Turgeon et al, 
2000). Par la suite, une seconde kinase humaine, très proche de ERK3 (73% d’homologie 
dans le domaine kinase), a été clonée en 1992, également pour sa forte similarité de séquence 
avec ERK1. Cette kinase de 587 acides aminés (63 kDa), originalement désignée p63mapk, fut 
renommée ERK4 en accord avec la nomenclature de ˝l’Alliance for Cellular Signaling˝. Ces 
deux kinases sont ubiquistes (Gonzalez et al, 1992). La particularité de ces kinases ERK3/4 
est située dans le motif de phosphorylation. En effet, il n’y a qu’un seul site de 
phosphorylation : la sérine 189 alors que la tyrosine est remplacée par une glycine (motif Ser-
Glu-Gly) (Pearson et al, 2001).  
Il semble que ERK3 soit localisée à la fois au niveau cytoplasmique et nucléaire. En revanche, 
le traitement aux agents mitotiques n’induit pas de relocalisation de cette kinase au niveau 
nucléaire, contrairement aux MAPKs conventionnelles. De plus cette kinase est très instable 
et est soumise à une dégradation rapide par le protéasome (demi-vie égale à 30-45 minutes) 
(Cheng et al, 1996). Il existe peu de données sur les mécanismes d’activation de ERK3. Il a 
été montré que cette kinase est constitutivement phosphorylée au niveau de sa boucle 
d’activation. La transfection d’un mutant pour le site catalytique de ERK3 est également 
constitutivement phosphorylé sur ce résidu suggérant l’induction de cette kinase par une 
MAP2K et non par autoactivation (Coulombe & Meloche, 2007). 
Contrairement à ERK3, ERK4 est très stable. De plus, sa localisation est fortement 
cytoplasmique. Sur ces deux points précis, les propriétés de ERK4 rejoignent celles de la 
majorité des MAPKs. 
Ces deux kinases ont une cible commune : MK5 (MAPK activated protein Kinase 5). Peu de 
données sont disponibles sur la fonction de cette kinase. Toutefois, le knock-down de MK5 
Figure 40: Modèles d’activation de MK5 par ERK3 et ERK4. A) ERK3 est une MAPK avec 
une demi-vie courte suggérant une régulation de son activité en fonction de l’abondance de cette 
kinase au niveau cellulaire. Ainsi, ERK3 est régulée au niveau stabilité protéique notamment par 
une dégradation protéasome-dépendante B) Contrairement à ERK3, ERK4 est une protéine 
relativement stable. Toutefois, aucune donnée n’est disponible concernant la régulation de son 
expression, son activité ou son turn-over protéique. Ces deux kinases peuvent lier MK5 et l’activer 
par phosphorylation du résidu T182 (d’après Perander et al., 2008).  
B)A)
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provoque une forte dégradation de ERK3, suggérant un rôle de protéine chaperonne de MK5 
vis-à-vis de ERK3 (Figure 40) (Perander et al, 2008). 
ERK7 
ERK7 fut isolée par approche PCR dans le cerveau de rat. Un seul homologue de ERK7 fut 
retrouvé chez l’homme. ERK7 est majoritairement exprimée à l’âge adulte au niveau des 
poumons et du rein. ERK7 est une kinase de 544 acides aminés possédant 51% d’homologie 
avec ERK1. Son site phospho-accepteur est le même que ERK1/2/5 (motif Thr-Glut-Tyr) 
(Abe et al, 1999; Abe et al, 2002). 
ERK7 semble être constitutivement active (phosphorylée sur TEY) et montre une affinité 
pour nombre de substrats de MAPK. En revanche ERK7 phosphoryle la protéine MBP sur les 
résidus Ser126 et Thr94, sites différents de ERK2 (Erickson et al, 1990) (Klevernic et al, 
2006). Le mutant de ERK7 au niveau de son site catalytique est incapable d’être phosphorylé 
au niveau du motif TEY, suggérant que ERK7 puisse s’autoactiver (Abe et al, 1999) (Abe et 
al, 2001). Des données récentes montrent qu’ERK7 est un régulateur négatif de la voie du 
récepteur aux estrogènes (ER). Toutefois, si cette régulation est dépendante du site 
catalytique de ERK7, une phosphorylation de ER par ERK7 n’a pas été démontrée (Henrich 
et al, 2003). 
b) La Nemo Like Kinase (NLK) 
La kinase NLK est l’homologue de la kinase Nemo chez la drosophile ; une sérine/thréonine 
kinase impliquée dans le développement oculaire chez la mouche (Brott et al, 1998; Choi & 
Benzer, 1994). NLK est une protéine ubiquiste de 515 acides aminés, majoritairement 
nucléaire. Comme ERK3/4, NLK possède un seul motif de phosphorylation (motif Thr-Gln-
Glu) (Brott et al, 1998; Coulombe & Meloche, 2007). 
NLK est activée par la voie Wnt-1, l’IL6, et le TGF- (Kanei-Ishii et al, 2004; Kojima et al, 
2005; Ohkawara et al, 2004; Smit et al, 2004). 
De nombreuses publications impliquent la MAP3K : TAK1 et sa sous-unité régulatrice dans 
l’activation de NLK. Egalement, les travaux de Kanei-Ishii et al. proposent que la kinase 
HIPK2, une cible connue de TAK1, puisse phosphoryler NLK et ainsi jouer le rôle MAP2K 
spécifique de NLK (Kanei-Ishii et al, 2004). Toutefois, trois observations empêchent de 
conclure sur cette fonction de HIPK2: i) l’interaction directe entre NLK et HIPK2 n’est pas 
clairement établie, ii) le site de phosphorylation supposé de NLK par HIPK2 n’est pas défini, 
iii) si TAK1 peut bien phosphoryler HIPK2 in vitro, en revanche cette phosphorylation n’est 
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pas associée à une augmentation de l’activité kinase de HIPK2 sur NLK (Coulombe & 
Meloche, 2007) (Ishitani et al, 1999). De ce fait, les mécanismes d’activation de NLK restent 
encore méconnus. 
Les premiers substrats de NLK identifiés furent des membres de la famille des TCF/LEF, 
facteurs terminaux de la voie WNT, comme LEF1 et TCF4 (Hurlstone & Clevers, 2002; 
Ishitani et al, 2003). Les animaux KO pour NLK meurent à la dernière semaine de gestation à 
cause d’un défaut de croissance, et de problèmes neurologiques. Ces souris présentent aussi 
une lymphopénie, et une différentiation anormale des cellules stromales de la moelle osseuse 
(Kortenjann et al, 2001). 
2. Activation des MAPKs 
Comme peu de données sont disponibles sur les mécanismes de régulation des MAPKs 
atypiques, nous nous focaliserons sur ceux des MAPKs conventionnelles. 
2.1. Activation de ERK1/2 
a) Activation par les récepteurs Tyrosine Kinase 
La signalisation par la voie ERK est souvent associée à la prolifération cellulaire en réponse 
aux facteurs de croissance. Ceci explique que la plupart des études concernent l’activation 
d’ERK par la voie des récepteurs tyrosine kinase. En réponse à la fixation de facteurs de 
croissance, d’hormones ou cytokines, les récepteurs vont dimériser, provoquant une 
phosphorylation mutuelle des résidus tyrosine intracellulaires par le site catalytique du 
domaine kinase intrinsèque. Cette phosphorylation va servir d’ancrage pour des protéines 
adaptatrices : Shc, Gab, et Grb2. Grb2 est constitutivement associé à SOS (protéine de type : 
guanine nucleotide exchange factor) (Figure 41). Le recrutement membranaire de SOS 
provoque l’échange de GDP pour un GTP d’une petite protéine G : Ras. Une fois activée, Ras 
va alors recruter la sérine/thréonine MAP3K : Raf. Après activation, Raf va alors 
phosphoryler les MAP2K cytoplasmiques spécifiques de la voie ERK : MEK1 et 2. A leur 
tour, MEK1/2 phosphoryleront ERK1/2 (Avruch, 1998; Marais et al, 1995; Marshall, 1995; 
Mor & Philips, 2006) (Karreth & Tuveson, 2009; Repasky et al, 2004). Cette MAPK pourra 
phosphoryler de nombreux substrats cytosoliques comme p90S6K (RSK1/2) ou alors gagner 
le noyau pour phosphoryler les facteurs de transcription incluant SP1, E2F, ELK1, AP1 ou 
ATF2 (Ouwens et al, 2002) (Murphy & Blenis, 2006; Yoon & Seger, 2006) (Murphy & 
Blenis, 2006). 
Figure 41: La voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK. La liaison d’un facteur de croissance 
(GF) aux récepteurs tyrosine kinase (RTK) induit le recrutement de protéines adaptatrices (Gbr2, 
Shc, Gab et Shp2) et de guanine exchange factors (GEF). Ces dernières activent Ras (RasGTP) qui 
va à son tour activer Raf . Ce dernier phosphoryle MEK1/2. Cette MAP2K va activer ERK1/2. Ces 
MAPK ont des substrats cytosoliques mais peuvent aussi transloquer au niveau nucléaire pour 
activer un programme de transcription par l’intermédiaire des facteurs de transcription (TFs) 
(d’après Karreth et Tuveson et al., 2009).  
 60 
b) Activation par les Récepteurs Couplés aux Protéines G 
La voie ERK peut être également activée par l’intermédiaire des RCPG (Récepteurs Couplés 
aux Protéines G). Les RCPG sont une superfamille de récepteurs à 7 domaines 
transmembranaires, communément utilisés par les médiateurs extracellulaires pour aboutir à 
la phosphorylation de ERK1/2. La fixation du ligand sur le récepteur induit un changement de 
sa conformation et favorise l’interaction de celui-ci avec un ou plusieurs hétérotrimère de 
protéines G (G, G, et G). Ceci induit un échange de GDP en GTP au niveau de G. Cette 
protéine va alors être relarguée au niveau du cytoplasme et va moduler l’activité effectrices 
d’enzymes comme la phospholipase C, l’adenylate cyclase ou certains canaux ioniques, 
régulant ainsi l’activité de kinases dépendantes d’un second messager comme la PKA 
(cAMP-dependent protein kinase) ou la PKC (protéine kinase C). On voit alors le rôle central 
que joue la protéine Gα recrutée. Ainsi, selon son type, les cascades se signalisation induites 
pourront différer. 
Il existe 4 familles de protéines Gα connues pour moduler l’activation de ERK1/2 : Gi/o , 
Gs, Gq/11 et G12/13. Ces isoformes de Gα formeront un hétérotrimère avec les sous-
unités G et G (Pierce et al, 2002). 
La stimulation de ERK1/2 par Gq/11 a notamment été décrite dans le cadre d’un traitement à 
l’hormone impliquée dans la synthèse et le relargage de LH et de FSH au niveau 
adénohypophysaire : la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) (Figure 42). Cette 
activation passe par l’intermédiaire de la phospholipase C (PLC) qui va provoquer la 
génération d’inositol 1,4,5 triphosphate (IP3) et de diacylglycerol (DAG). Ceci va avoir pour 
conséquence la mobilisation de Ca2+ et l’activation des kinases PKC et de la protéine Raf qui 
va induire la cascade de phosphorylation de ERK1/2 par MEK1/2 (Dobkin-Bekman et al, 
2006; Mulvaney & Roberson, 2000; Mulvaney et al, 1999; Naor et al, 2000; Roberson et al, 
2000; Schnabel et al, 2000; Zhai et al, 2005). 
G12/13 peuvent également moduler l’activité de ERK par l’intermédiaire de la production de 
DAG par la phospholipase A2, avant d’activer la voie ERK1/2 par l’intermédiaire de la PKC 
(Figure 43) (Frye, 1992; Rozengurt, 2007). 
Gs modulent aussi la phosphorylation de ERK1/2 par la production d’AMPc via l’adénylate 
cyclase (Figure 43). Cette production induit deux voies conduisant à l’activation de la GTPase 
Rap1 : i) la voie dépendante de l’AMPc aboutissant à l’activation de la PKA. Celle-ci va 
phosphoryler Src qui va alors recruter C3G pour stimuler Rap1, ii) l’accumulation d’AMPc va 
activer la protéine EPAC, un guanine nucleotide exchange factor (GEF) spécifique de Rap1. 
Figure 42: Activation de ERK par la voie de signalisation du récepteur à la Gonadotropin
Releasing Hormone (GnRH). La liaison du GnRH à son récepteur couplé à une protéine Gq 
active la phospholipase C (PLC). Cette activation induit la production d’IP3 et DAG provoquant 
la mobilisation de Ca2+ et activant en conséquence la PKC. Cette kinase va induire l’activation 
d’éléments communs à la signalisation des RTK : Raf>MEK1/2>ERK1/2 (d’après Nor et al., 
2000).  
Figure 43: Activation de ERK par la voie de signalisation des récepteurs couplés au 
protéines G12/13 ou Gs. L’activation des récepteurs couplés aux protéines G12/13 induit la 
production de diacylglycérol (DAG) activant la kinase PKC. De même, l'activation des récepteurs 
couplés aux protéines Gs induit la phosphorylation de Rap1 soit par EPAC soit par la PKA. Dans 
ces types de signalisation, la conséquence sera l’activation de la voie Raf>MEK1/2>ERK1/2 
(d’après May LT. et Hill SJ., 2008).  
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Dans les deux cas, Rap1 va stimuler Raf et induire l’activation de ERK1/2 (Goldsmith & 
Dhanasekaran, 2007; Schmitt & Stork, 2002) 
Gi/o module également la voie ERK. Des études sur cellules CHO montrent qu’un 
traitement avec du 5-oxo-ETE, ligand naturel du récepteur TG1019 couplé à la protéine 
Gi/o, induit l’activation dose-dépendante de ERK1/2 (Hosoi et al, 2005). Une autre étude a 
montré que la stimulation mécanique des ostéoblastes nécessite l’activation d’une voie 
GiERKCbfa1/Runx2osteocalcine (Chen et al, 2003). Enfin, l’équipe de H.Kurose a 
décrit une hausse de l’échange de GTP sur les protéines Gi et Go en réponse à un 
traitement de cardiomyocites primaires à l’H2O2. L’activation de ces protéines G corrèle avec 
une hausse de l’activité de la voie ERK (Nishida et al, 2000). Il est à noter que d’autres 
stimuli comme des neuropeptides ou des hormones peuvent réguler l’activité de ERK (pour 
revue :(May & Hill, 2008))(Mochizuki et al, 1999). 
c) Activation par les intégrines 
Enfin, la voie ERK peut également être activée par l’interaction de certaines intégrines avec la 
matrice extracellulaire. L’adhésion cellulaire (les intégrines 51 liant la fibronectine) induit 
l’activation de la voie FAK (Focal Adhesion Kinase) et l’activation de Src. Ces deux voies 
convergent vers une même voie de signalisation : Shc>Grb2>Sos>Ras>Raf>MEK>ERK 
(Figure 44) (Yee et al, 2008) (Aplin et al, 1998; Asthagiri et al, 1999; Danen & Yamada, 
2001; Renshaw et al, 1997) 
2.2. Activation de JNK 
Les kinases JNKs sont également activées par double phosphorylation au niveau du consensus 
TPY. Deux protéines kinases ont été identifiées comme activant directement JNK : MKK4 et 
MKK7 (Figure 45) (Lu et al, 1997) (Tournier et al, 1997). Alors que MKK4 a été décrite 
comme pouvant activer les deux voies des SAPKs (p38 et JNK), MKK7 semble spécifique à 
la kinase JNK. De plus, des analyses in vitro ont démontrées que MKK4 aurait une affinité 
particulière pour la phosphorylation du résidu tyrosine alors que MKK7 a une affinité plus 
particulière pour la phosphorylation du résidu thréonine de JNK1 (Lawler et al, 1998). Enfin, 
différents épissages alternatifs ont été décrits pour ces deux MAP2K, produisant trois 
isoformes différentes de MKK4 et six pour MKK7 (Tournier et al, 1999). Au niveau MAP3K, 
de nombreuses kinases ont été décrites comme activatrices de la voie JNK. On retrouve 
notamment : MEKK1/2/4, MLK1-4, Tpl2, DLK, LZK, TAK1, ZAK, TAO1/2, ou ASK1/2 
(Figure 45)(Weston et al, 2002) 
Figure 44: Activation de ERK par la voie de signalisation des intégrines. L’activation des 
intégrines par la fibronectine (Fn) provoque l’induction de la FAK et de Src. Ces deux 
signalisations activent la voie Shc>Grb2>SOS>Ras>Raf>MEK1/2>ERK1/2 (extrait de Yee K.L. 
et al., 2008).  
Figure 45: Modules MAPK des voies de signalisation JNK-dépendantes. L’activation des 
MAPK JNK nécessite leur phosphorylation par une des MAP2K : MKK4 ou MKK7. En amont de 
ces deux kinases, de nombreuses MAP3K ont été identifiées (extrait de Dhanasekaran D.N. et 
Reddy E.P., 2008).  
Stimuli Facteurs de croissance, stress cellulaires ou cytokines
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En amont du module MAPK, les RCPG sont connus pour activer également la voie JNK 
(Figure 46). Cette activation a essentiellement été décrite par l’étude de la classe des G12. 
Cette sous-famille de protéines G regroupe les protéines G12 et G13. Elles possèdent 65% 
d’homologie de séquence et sont connues pour être de forts inducteurs de la transformation 
cellulaire. La manière dont ces protéines G activent JNK semble dépendante du type cellulaire 
et du contexte physiologique. Ainsi, des expériences de transfection d’un allèle constitutif de 
Gα12 active JNK via Ras dans des cellules NIH3T3, Rac1 dans les cellules d’astrocytomes 
1321N ou Cdc42 dans des COS-7. En revanche, toutes ces GTPases transmettent le signal via 
la MAP3K : MEKK1, puisqu’un dominant négatif de cette kinase inhibe l’activation G12-
dépendante de JNK. Toutefois, G12/13 peuvent aussi induire la voie JNK par l’intermédiaire 
des MAP3K : ASK1, MEKK2 ou 4, suggérant l’implication d’autres GTPases comme Rho ou 
Ras. Enfin, G12 semble préférentiellement activer la MAP2K : MKK7 alors que G13 
stimulerait plus favorablement MKK4 (pour revue : (Goldsmith & Dhanasekaran, 2007)).  
JNK peut également être activée par l’intermédiaire de récepteurs tyrosine kinase. C’est 
notamment le cas du récepteur orphelin Ror2. Les travaux d’Oishi et al. (Oishi et al, 2003) 
démontrent que ce récepteur active la phosphorylation de JNK par l’intermédiaire de Wnt5a. 
Egalement, les cytokines comme le TNF ou l’interleukine 1 (IL-1) peuvent aussi activer la 
signalisation de JNK après la liaison à leurs récepteurs, notamment dans l’activation de la 
voie extrinsèque de l’apoptose. Par exemple, la fixation du TNF soluble à son récepteur 
(TNFR1) va provoquer le recrutement des protéines TRADD, TRAF2 et RIP (Figure 47A). 
Ce complexe va activer les MAP3K : ASK1 et MEKK1 qui vont phosphoryler MKK4 et 
MKK7. A leurs tours, ces deux kinases vont activer JNK et p38. L’effet physiologique de 
l’activation de JNK dans ce contexte va dépendre de la durée d’activation. Ainsi une 
stimulation courte ou modérée de JNK est associée à la survie cellulaire alors qu’une 
activation prolongée mène à l’induction de l’apoptose par le TNF (Dhanasekaran & Reddy, 
2008). L’IL-1 peut aussi induire la voie JNK. La fixation de cette molécule sur son récepteur 
(IL-1R1) provoque le recrutement des protéines IRAK, TRAF6 et MyD88 (Figure 47B). 
Celles-ci vont induire l’activation de la MAP3K : TAK1 qui va à son tour phosphoryler les 
MAP2K : MKK3/4/6. Ceci induit l’activation des deux SAPKs : JNK et p38 qui vont 
transloquer au niveau nucléaire et phosphoryler les facteurs de transcription c-jun ou c-Fos 
(Janssens & Beyaert, 2003). Les molécules comme TRAIL, CD40 ou Fas-L sont également 
de forts inducteurs de la voie JNK. 
Figure 46: Activation de JNK par la voie de signalisation des récepteurs couplés aux 
protéines G12/13. L’activation des récepteurs couplés aux protéines G12/13 induit l’activation 
de GTPases (Ras, Rac, Cdc42 ou Rho) activant par la suite le module MAPK specifique des JNKs
(d’après Goldsmith Z.G. et Dhanasekaran D.N., 2007).  
Figure 47: Activation de JNK par les voies de signalisation activées par le TNF et l’IL-1. A)
L’activation du récepteur au TNF induit le recrutement d’un module MAPK : 
ASK1>MKK4/7>JNK. Ceci va permettre l’induction de la transcription de gènes pro-apoptotiques
(d’après Dhanasekaran D.N. et Reddy E.P., 2008). B) La fixation de l’IL-1 sur son récepteur induit 
l’activation du module TAK1>MKK3/4/6>JNK/p38 (d’après Janssens S. et Beyaert R., 2003). 
Récepteur 
au TNF
Transactivation de facteurs de transcription
Induction de gènes pro-apoptotiques
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2.3. Activation de p38  
L’activation de p38 passe par la double phosphorylation de son motif Thr-Gly-Tyr. Cette 
phosphorylation peut être réalisée par deux MAP2K majeures : MKK3 et MKK6 (Raingeaud 
et al, 1996) (Derijard et al, 1995) L’activation par l’une ou l’autre de ces kinases peut varier 
selon le type cellulaire. Par exemple, certains auteurs on montré que MKK3 est l’activateur 
majoritaire dans les cellules mésengiales alors que d’autres ont décrit que MKK6 semble 
l’être plutôt dans les thymocytes (Tanaka et al, 2002) (Wang et al, 2002). Si MKK6 semble 
phosphoryler toutes les isoformes de p38, en revanche, il apparaît que MKK3 ait plus 
d’affinité pour p38 et  (Enslen et al, 2000). Egalement, il existe un carrefour entre la voie 
de p38 et JNK par l’intermédiaire de la MAP2K : MKK4, cette kinase pouvant également 
activer p38 (Derijard et al, 1995). Ainsi, les fibroblastes invalidés pour MKK4 sont incapables 
d’activer p38 en réponse au TNF, à l’IL1 (mécanismes décrits ci-dessus) ou à un choc 
osmotique (Ganiatsas et al, 1998). De plus, plusieurs MAP3Ks ont été identifiées comme 
étant activatrices de MKK3/6. On peut notamment citer TAK1, ASK1, DLK, Tpl2, TAO1/2, 
MEKK4, MLK2/3 ou SPRK (Figure 48) (pour revue (Chen et al, 2001)). 
Tout comme JNK, l’activité de p38 peut être modulée par les protéines G. C’est 
particulièrement le cas des RCPG muscariniques et -adrénergiques (Lopez-Ilasaca, 1998). 
Egalement, certains articles ont démontré que la protéine Gq stimule la signalisation p38 par 
l’intermédiaire des MAP2Ks : MKK3/6 (Yamauchi et al, 2001). 
Enfin d’autres types d’autoactivation de p38 ont été décrits. Premièrement, dans le cadre de 
cellules T stimulées au niveau du TCR (T Cell antigen Receptor), la tyrosine kinase recrutée 
au niveau du récepteur : Zap70, phosphoryle p38 sur un résidu non-canonique : Tyr323. Cette 
phosphorylation va provoquer l’autophosphorylation de p38 au niveau du motif Thr-Gly-Tyr 
(Figure 49) (Mittelstadt et al, 2005; Rudd, 2005). Deuxièmement, la protéine TAB1 
(Transforming growth factor--Activated protein 1 Binding protein 1) a été identifiée comme 
pouvant lier uniquement l’isoforme p38 lors d’ischémie cardiaque ou de la mise en jeu de 
mécanismes immunologiques. La liaison de TAB1 va provoquer l’autophosphorylation de 
p38 sur le motif Thr-Gly-Tyr (Kim et al, 2005) (Tanno et al, 2003) 
 
3. Mécanismes de régulation de l’activité des MAPKs 
Les MAPKs sont des voies de signalisation dont la spécificité d’action est dépendante de la 
kinase activée, de la durée de son activation et du substrat qu’elle va phosphoryler. Ceci est 
Figure 48: Modules MAPK des voies de signalisation p38-dépendantes. L’activation des 
MAPKs p38 nécessite leur phosphorylation soit par une des MAP2K spécifiques de cette voie : 
MKK3 ou MKK6, soit par la MAP2K commune avec la voie JNK : MKK4. En amont de ces trois 
kinases, de nombreuses MAP3K ont été identifiées (Extrait de Wagner E.R. et Nebreda A.R.,
2009).  
Facteurs de 
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Figure 49: Activation alternative de p38 par le récepteur au T-Cell Receptor (TCR. Dans les 
cellules T, la liaison du ligand au récepteur TCR induit une augmentation de l’activité kinase de 
Zap70. Ceci provoque la phosphorylation de p38 sur le résidu tyr323, suivi d’une 
autophosphorylation de cette kinase au niveau de sa boucle d’activation (thr180/tyr182) (Extrait de 
Rudd C.E., 2005).  
Complexe 
TCR
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également valable à chacun des échelons de la voie. Plusieurs mécanismes régulent ce 
processus, et ce, à différents niveaux du signal : i) Au niveau du module MAPK, des protéines 
d’échafaudage vont être chargées de faciliter le contact entre les différents éléments de ce 
module. Le choix et la spécificité de ces protéines va donc conditionner le type de kinases 
recrutées et donc l’impact du signal au niveau de la transcription. ii) Au niveau de la durée 
d’activation des kinases, celle-ci est dépendante de leurs degrés de phosphorylation. Par 
conséquent, les protéines à activités phosphatases spécifiques des MAPKs vont être de 
puissants régulateurs de ce type de signalisation. iii) Enfin, le dernier niveau de régulation de 
la voie des MAPKs fait intervenir l’affinité entre ces différents partenaires (substrats, kinases, 
phosphatases, protéines d’échafaudage). Cette spécificité du substrat est régulée par les 
différents types de domaines d’interaction (ou sites d’ancrage) permettant une liaison entre les 
MAPKs et les régulateurs de leurs activités. Chacun de ces trois niveaux de régulation des 
MAPKs vont être décrits dans l’ordre suivant : les sites d’ancrage, les phosphatases et enfin 
les protéines d’échafaudage.  
3.1. Les sites d’ancrage (ou docking-site) des MAPKs 
Les sites d’ancrage permettent une interaction directe entre la kinase et son substrat. Ceci a 
pour but de colocaliser ces deux protéines et donc de faciliter et de diriger les mécanismes de 
phosphorylation. Plusieurs sites de liaison ont pu être identifiés au sein même des séquences 
des MAPKs. Des domaines similaires ont aussi été retrouvés dans les différentes protéines 
régulatrices de l’activité de ces kinases. 
a) Sites d’ancrage des facteurs de transcription à la kinase 
Le premier site d’ancrage identifié fut le domaine  de c-jun. En effet, Cette séquence 
spécifique de 27 acides aminés est absente dans le variant oncogénique de c-jun : v-jun. Cette 
délétion inhibe l’interaction de ce facteur avec JNK démontrant ainsi l’importance de ce site, 
et notamment du motif qu’il contient : Lys-X-X-Lys-X4-Leu-X-Leu, dans la transduction du 
signal (Adler et al, 1992). Par la suite, l’étude des séquences d’autres facteurs de transcription 
impliqués dans les voies des MAPKs a permis d’identifier plusieurs dérivés du domaine  et 
furent alors communément appelés domaine D (Figure 50). Le consensus pour ce type de 
domaine est Leu-X-Leu précédé de 3 à 5 acides aminés basiques. Ce type de motif fut ainsi 
retrouvé dans les séquences d’autres facteurs de transcription cibles de ERK et JNK issus des 
familles ETS, MADS ou à domaine ˝leucine zipper˝ comme : c-jun, JunB, Elk-1 ou ATF2. En 
revanche, certains substrats spécifiques de p38 (comme MEF2A et C) contiennent trois 
Site d’ancrage
Figure 50: Homologies de séquences entre les sites d’ancrage à la kinase des facteurs de 
transcription activés par les MAPKs. A) Les différents facteurs de transcription cibles des 
MAPKs possèdent de multiples structures protéiques conservées, notamment le site d’ancrage à la 
kinase (domaine D), hormis pour v-jun. B) L’alignement des séquences des domaines D de 
différents facteurs de transcription cibles des MAPKs indiquent un consensus : Acides aminés 
basiques-L-X-L-Acides aminés hydrophobiques. TAD : domaine de transactivation, Px : sites de 
phosphorylation par les MAPKs, DBD : domaine de liaison à l’ADN, En rouge : Acides aminés 
hydrophobiques, En bleu : Acides aminés basiques,  : représente un acide aminé hydrophobique
(Extrait de Sharrock A.D. et al., 2000).  
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résidus hydrophobiques à la place du motif Leu-X-Leu. Ces variations de séquences peuvent 
donc contribuer à la spécificité du substrat d’une MAPK vis-à-vis d’une autre (Figure 50) 
(Sharrocks et al, 2000) (Biondi & Nebreda, 2003). 
Un dernier motif spécifique de la voie ERK a été identifié. Il s’agit du domaine DEF (Phe-X-
Phe). Ce domaine a initialement été décrit comme essentiel pour le ciblage du facteur de 
transcription Lin1 par la kinase ERK. Par la suite, ce même motif a été retrouvé dans d’autres 
facteurs de transcription comme Elk-1. Si ce domaine Phe-X-Phe est nécessaire pour la 
transduction du signal par l’intermédiaire de ERK, en revanche, il ne modifie pas l’action des 
autres MAPKs. Ce motif contribue donc à la spécificité et l’affinité de ERK pour ses substrats 
(Sharrocks et al, 2000). 
b) Sites d’ancrage impliqués dans l’assemblage des modules MAPK 
La littérature rapporte que ce type de domaine D n’est pas uniquement spécifique des facteurs 
de transcription. Ils peuvent également jouer un rôle dans l’assemblage des modules MAPK 
(MAP3K>MAP2K>MAPK). 
Ainsi, Grewal et al. (Grewal et al, 2006) ont déterminé un domaine D (Arg/Lys)2-X6-Leu/Ile-
X-Leu/Ile localisé dans les séquences de MEK1/2 et MEKK3/6. Ce domaine, conservé chez la 
levure, permet le recrutement des MAPKs par ces MAP2Ks. La délétion de ce domaine 
réprime l’activation respectivement de ERK et p38. Ce même type de domaine a également 
été décrit dans la séquence de la MAP2K spécifique de JNK : MKK7. Dans ce cas, cette 
MAP2K possède trois domaines D similaires, essentiels pour l’interaction avec JNK et la 
transmission du signal JNK-dépendant (Ho et al, 2006). Ainsi, la plupart des MAP2Ks 
possèdent ce consensus à titre de domaine d’interaction avec la MAPK. Ces résultats 
montrent que ces sites d’ancrage sont essentiels pour la phosphorylation des MAPKs par leurs 
kinases en amont.  
De la même manière, des expériences de mutations ponctuelles dans la séquence de ERK2 ont 
permis d’identifier un nouveau motif de 30 acides aminés appelé « MAPK insert ». Ce 
domaine apparaît comme essentiel pour l’interaction entre ERK2 et la MAP2K : MEK1. En 
revanche, il ne posséderait pas de fonction particulière pour l’interaction avec MNK1, RSK 
ou la phosphatase MKP3 (Zhang et al, 1994). 
Enfin, un domaine d’ancrage a été identifié au niveau C-terminal des MAP2K : MEK1 et 
MKK3/4/6/7. Cette séquence de 20 acides aminés permet la liaison de ces kinases avec les 
MAP3Ks.  
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c) Sites d’ancrage d’autres partenaires des MAPKs 
D’autres sites d’ancrage ont été retrouvés dans les séquences de kinases substrats de ERK ou 
p38 (RSKs, MNK1, MSK1 ou MAPKAPK2/3), de phosphatases (MKP3/4/5) ou de protéines 
d’échafaudages (JIP1 ou MEK1). 
Ainsi la séquence Leu-X-X-Arg-Arg suivie de résidus basiques joue un rôle important dans la 
liaison entre ERK et les substrats de la famille des MAPKAPK (MNK, MSK) ou RSK. Ce 
motif a également été retrouvé au sein de séquences de tyrosine phosphatases comme PTP-SL 
ou STEP (Figure 51) (Biondi & Nebreda, 2003). Les fonctions des phosphatases et des 
protéines d’échafaudage sont abordées ci-dessous. 
3.2. Les phosphatases des MAPKs 
Si les MAPKs sont activées par phosphorylation, ce processus est complètement réversible. 
La balance de phosphorylation est assurée par la conjugaison entre les activités kinase et 
phosphatase. Ceci permet de réguler l’amplitude et la durée de la réponse au stimulus. Si la 
majeure partie des MAPKs nécessite une activation par double phosphorylation, la seule 
déphosphorylation d’un de ces résidus entraine l’inactivation de la kinase. Il existe trois 
grandes familles de phosphatases modulant l’activité des MAPKs : les phosphatases à doubles 
spécificités, les tyrosine phosphatases et les sérine/thréonine phosphatases. 
a) Les phosphatases à double spécificité (ou DUSP) 
Les DUSP (DUal Specificity Phosphatases) sont un groupe de phosphatases hétérogène ayant 
pour propriété de déphosphoryler les résidus phospho-thréonine/sérine et les phospho-tyrosine 
sur un même substrat. Des six sous-groupes composant cette classe de phosphatases, celui 
étant spécifique aux MAPKs : les MKP (Mitogen-activated protein Kinase Phosphatases) est 
indéniablement celui qui a été le plus étudié (Patterson et al, 2009). Les MKP 
déphosphorylent les résidus phospho-thréonine et phospho-tyrosine en même temps, 
inactivant ainsi la MAPK cible. (Camps et al, 2000). Cette famille possède du coté N-terminal 
un domaine non catalytique homologue à la phosphatase Cdc25 et un domaine catalytique 
phosphatase VH-1 du coté -COOH, contenant notamment le domaine His-Cys-X5-Arg, 
spécifique de cette classe de phosphatases (Camps et al, 2000; Keyse, 2000). 
MKP1 fut la première phosphatase isolée en 1991 (Guan et al, 1991). Depuis 10 MKP ont été 
identifiées et ont pu être classées en trois groupes selon leurs localisations cellulaires (Tableau 
9) (Dickinson & Keyse, 2006; Kondoh & Nishida, 2007; Zhan et al, 2001) : 
Figure 51: Sites d’ancrage à la kinase conservés au niveau de partenaires des MAPKs. Les 
différents partenaires des MAPKs possèdent un site d’ancrage à la kinase conservé (domaine D). 
L’alignement des séquences de ces domaines indiquent un consensus pour A) les protéines 
partenaires des MAPKs ou B) pour les substrats cytoplasmiques de ces kinases. En bleu : Acides 
aminés basiques,  : représente un acide aminé hydrophobique (Extrait de Sharrock A.D. et al.,
2000).  
Tableau 9: Nomenclature, localisations cellulaires et fonctions physiologiques des MKPs. 
(Extrait de Owens D.M. et Keyse S.M., 2007).  
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  -expression uniquement nucléaire : MKP1/2, PAC1 et hVH3  
  -expression exclusivement cytoplasmique : MKP3/4, et MKP-X 
  -expression à la fois cytoplasmique et nucléaire : MKP5/7 et hVH5 
MKP1/2 peuvent déphosphoryler les trois MAPKs alors que MKP3/X et hVH3 semblent plus 
favorablement inactiver ERK. A l’inverse, MKP5/7 et hVH8 déphosphorylent 
préférentiellement les SAPK (JNK et p38) alors que PAC1 et MKP4 s’avèrent plus favorables 
à la déphosphorylation de ERK et p38. De plus, ces phosphatases semblent avoir une 
répartition tissulaire spécifique. Par exemple, PAC1 est exprimée essentiellement au niveau 
des cellules hématopoïétiques alors que MKP4 est exprimée dans le placenta, le rein, et le foie 
fœtal (Muda et al, 1997; Rohan et al, 1993). 
L’expression de ces phosphatases est stimulée par les mêmes stimuli activant les MAPKs 
comme les cytokines, les facteurs de croissance, ou le sérum (Figure 52). Par exemple, l’ajout 
de sérum provoque l’activation de la voie ERK mais également l’induction des gènes codant 
pour les phosphatases MKP1/2. Ces phosphatases vont alors agir comme une boucle de 
régulation négative sur la voie ERK (Brondello et al, 1997; Farooq & Zhou, 2004). De la 
même manière, Ekerot et al. ont démontré que l’activation de la voie ERK par le FGF 
provoque l’induction de la transcription de MKP3 via le facteur de transcription Ets (Ekerot et 
al, 2008; Owens & Keyse, 2007). 
b) Les PTP (Protein Tyrosine Phosphatases)  
Cette famille de phosphatases déphosphoryle uniquement les résidus phospho-tyrosine 
(Figure 53). Il y a au moins 107 gènes différents dans le génome humain codant pour les PTP. 
Les analyses phylogénétiques de ces phosphatases ont permis de les classer en 18 groupes. 
Particulièrement, le sous groupe PTP-R7 comprend les phosphatases PTPN5, PTPN7 et 
PTPRR qui ont la propriété d’être des MAPK-PTP (Figure 54). Ce sous-groupe se caractérise 
par la présence d’un motif KIM (Kinase Interacting Motif) de 16 acides aminés permettant la 
liaison de la phosphatase à la MAPK. Leur localisation est soit membranaire, soit cytosolique 
selon l’épissage alternatif qu’elles vont subir (Barr & Knapp, 2006) (Pulido et al, 1998). 
PTPN5 est une phosphatase uniquement exprimée au niveau cervical (striatum, hippocampe 
et cortex) (Lombroso et al, 1991). Cette phosphatase est notamment impliquée dans les 
processus de mise en mémoire et d’apprentissage. Suite à l’activation des récepteur NMDA 
par le glutamate au niveau du striatum, la voie ERK est activée ainsi que PTPN5. L’activation 
de la phosphatase va limiter la durée de l’état phosphorylé de ERK et sa translocation au 
niveau nucléaire (Paul et al, 2003). 
Figure 52: Boucle de régulation de la signalisation des MAPKs par les MKPs. En réponse à
divers stimuli, l’activation des MAPKs entraine l’induction de gènes cibles dont ceux de MKPs
spécifiques. Ceci permet la mise en place d’une boucle de régulation négative des MAPKs par 
leurs phosphatases (Extrait de Farooq A. et Zhou M., 2004).  
Figure 53: Schéma général de la régulation des MAPKs par les PTPs. Après activation, les 
MAPKs peuvent être déphosphorylées par les PTPs au niveau du résidu tyrosine (d’après Barr A.J. 
et Knapp S., 2006).  
Figure 54: Arbre phylogénique des PTPs humaines. Les PTPs sont sous-divisées en deux 
groupes : les receptor PTPs (groupes R1 à R8) possédant au moins un domaine intra et 
extracellulaire et les PTPs non-transmembranaires (groupes NT1 à NT9). Les PTPs spécifiques des 
MAPKs (sous-groupe R7 : PTPN5, PTPN7 et PTPRR) sont indiquées en pointillés rouges (Extrait 
de Barr A.J. et Knapp S., 2006).  
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PTPN7 est exprimée essentiellement au niveau du thymus, de la rate, et des leucocytes 
(Eswaran et al, 2006). Elle régule négativement la phosphorylation de ERK suite au 
traitement au PMA (Phorbol Myristate Acetate) ou au TCR (anti-CD3-mediated T-cell 
Receptor) (Gronda et al, 2001). Cette phosphatase est également surexprimée chez les patients 
atteints de leucémie (Zanke et al, 1994). 
Enfin, PTPRR est exprimée au niveau du cartilage et du cerveau (surtout dans le cervelet). La 
surexpression de PTPRR dans les cellules PC12 inhibe l’activation de ERK par le NGF ou 
l’EGF (Ogata et al, 1999).  
c) Les sérine/thréonine phosphatases  
Chez les eucaryotes, les sérine/thréonine phosphatases constituent une famille divisée en deux 
sous groupes : les PPP (PhosphoProtein Phosphatases) et les PPM (Protein Phosphatase 
Magnesium-dependent) qui requièrent du Mg2+ ou Mn2+ pour leurs activités. Chacun de ces 
sous-groupes comportent des classes d’enzymes régulant l’activité des MAPKs par 
déphosphorylation. Dans les PPP, les phosphatases ciblant les MAPKs sont la PP2A et PP5 
alors que dans les PPM, ce sont les isoformes de PP2C (, ,  et ) (Lammers & Lavi, 2007). 
 (Klumpp et al, 2006). 
Les PPP régulant les voies MAPK (PP2A et PP5) 
La PP2A est une sérine/thréonine phosphatase capable de moduler la voie 
Ras>Raf>MEK>ERK en fonction du contexte cellulaire. Ainsi, PP2A peut s’associer à la 
protéine Shc, inhiber sa phosphorylation et donc la progression du signal via Ras et Raf (Ugi 
et al, 2002). Egalement, la surexpression d’un dominant négatif in vivo de la sous-unité 
catalytique de PP2A augmente la phosphorylation de MEK1/2 (Junttila et al, 2008). Enfin, 
elle peut s’associer avec la MAP2K : MKK3 afin de réguler négativement la voie p38 
(Prickett & Brautigan, 2007) 
PP5 est une deuxième sérine/thréonine phosphatase issue du groupe des PPP et capable de 
moduler les voies de signalisation MAPK dépendantes. Cette enzyme peut cibler Raf et ASK1 
(Hinds & Sanchez, 2008). Ainsi après stimulation par l’EGF, PP5 peut se lier à Raf-1. Cette 
liaison a pour conséquence la déphosphorylation de Raf-1 au niveau de la sérine 338 rendant 
cette protéine instable et inhibant la voie MEK/ERK (Golden et al, 2008). Egalement PP5 
peut lier ASK1 après traitement de cellules à l’H202. Cette liaison entraine, in vitro, la 
déphosphorylation de cette MAP3K sur la thréonine 845 (Morita et al, 2001). Récemment, 
Gentile et al. (Gentile et al, 2006) ont pu montrer que PP5 module également la voie de 
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signalisation de l’hormone thyroïdienne par l’intermédiaire des GTPases Rac et Rho. Enfin, 
des expériences de double hybrides ont montré que PP5 pouvait interagir avec les protéines 
G : G12 et G13. Cette interaction suggère une régulation au niveau membranaire des 
activités GTPases et donc des voies en aval de celles-ci (Golden et al, 2008). 
Les PPM régulant les voies MAPK  
La famille des PP2C constitue une classe de sérine/thréonine phosphatases qui nécessitent du 
Mn2+ et/ou du Mg2+ pour être actives, et qui sont insensibles à l’acide okadaïque, un inhibiteur 
puissant des sérine/thréonine phosphatases. Il existe 22 isoformes de PP2C issues de 
l’expression de 16 gènes différents. Seules les isoformes , ,  et  sont connues pour réguler 
les MAPKs (Klumpp et al, 2006) (Tamura et al, 2006) (Lammers & Lavi, 2007).  
PP2C est une isoforme plutôt considérée comme spécifique des voies des SAPK (p38 et 
JNK). Elle n’affecterait pas l’activité de la voie ERK. Ainsi, concernant la signalisation JNK-
dépendante, elle est connue pour déphosphoryler les MAP2K spécifiques de la voie JNK : 
MKK4 et MKK7. Egalement, concernant la voie p38, une surexpression de PP2C provoque 
une inhibition de la phosphorylation des MAP2K : MKK3 et MKK6, suite à un choc 
osmotique. Par ailleurs, Takekawa et al. ont pu coprécipiter PP2C avec p38, suggérant que 
cette phosphatase peut également cibler directement cette MAPK (Figure 55) (Lammers & 
Lavi, 2007; Takekawa et al, 1998). 
PP2C semble être également spécifique des voies des SAPK. Ainsi la surexpression de 
PP2C provoque une répression de la phosphorylation de p38 et de JNK à l’état basal comme 
induit. Cette inhibition est due à une réduction du statut phosphorylé de MKK3 et MKK6 
(voie p38) et de MKK4 et MKK7 (voie JNK). Enfin, cette phosphatase cible également une 
MAP3K : TAK1 connue pour activer les voies MKK6>p38 et MKK4>JNK. En revanche, la 
voie ERK n’est en rien affectée par la surexpression de PP2C (Lammers & Lavi, 2007). 
L’isoforme PP2C (ou WIP1) a été décrite comme une phosphatase spécifique de p38. 
Notamment, le traitement aux UV entraine une activation de p38 qui va alors phosphoryler 
p53. PP2Cδ interagit directement avec p38 pour déphosphoryler son résidu Thr180. Cette 
activité réduit ainsi l’activité de p38 et donc la phosphorylation d’une de ces cibles en réponse 
aux UV : p53 (Lu et al, 2008; Takekawa et al, 2000).  
PP2Cε a été décrite comme un régulateur négatif des MAP3K : ASK1 et TAK1, réduisant en 
conséquence l’activité p38 et JNK. Ainsi la surexpression de PP2Cε induit un défaut de 
phosphorylation de ASK1 sur la Thr845, en réponse au traitement à l'H2O2 (Saito et al, 2007; 
Figure 55: Schéma général de la régulation des MAPKs par les PP2C. (d’après Lammers T. et 
Lavi S., 2007).  
PP2C PP2C PP2C PP2C
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Tamura et al, 2006). Concernant TAK1, une surexpression de PP2Cε inhibe l’interaction de 
TAK1 avec MKK4 ou MKK6. De plus, la surexpression d’un dominant négatif de cette 
phosphatase augmente l’activité kinase de TAK1 (Li et al, 2003). 
3.3. Les protéines d’échafaudage 
L’activation de la cascade de signalisation par les MAPKs requière une interaction fine entre 
les kinases et leurs substrats respectifs. Cette organisation est assurée par les protéines 
d’échafaudage (ou scaffold proteins), permettant ainsi l’obtention d’un module MAPK 
fonctionnel. Les premières études concernant ces protéines ont été réalisées chez la levure 
pour identifier les régulateurs de la signalisation des phéromones Ste11/Ste7/Fus3. Ces études 
ont mis en évidence que la protéine Ste5 est chargée de l’interaction entre ces trois kinases et 
les protéines G activées lors de la fixation des phéromones sur son récepteur (Yoshioka, 
2004). Chez les mammifères, selon la voie de signalisation activée, la mise en jeu de ces 
protéines peut varier. Ainsi, certaines protéines d’échafaudage seront spécifiques de la voie 
ERK et d’autres des SAPKs (Figure 56) (Dard & Peter, 2006). 
a) Les protéines d’échafaudage de la voie ERK  
Plusieurs ˝scaffold proteins˝ ont été identifiées pour réguler la voie ERK. 
La première, KSR (Kinase Suppressor of Ras) fut originellement découverte comme étant un 
régulateur négatif de la voie Ras chez la drosophile. Chez les mammifères, il existe deux 
homologues de KSR : KSR1 et 2, dont les fonctions semblent diverger selon le type cellulaire. 
Toutefois ces deux protéines peuvent interagir avec les protéines G et , Raf, MEK1/2 et 
ERK1/2 (Figure 57) (Dhanasekaran et al, 2007). Ces protéines possèdent un domaine kinase 
non fonctionnel. En revanche, il permet la fixation constitutive de MEK. Lors de l’activation 
de Ras, on observe la liaison de ERK et Raf à KSR. Cette liaison s’accompagne d’une 
relocalisation de ce complexe au niveau de la membrane plasmique nécessitant la 
déphosphorylation de KSR au niveau de la sérine 392. La cascade de phosphorylation va 
avoir lieu et phospho-ERK sera libéré pour transloquer au niveau nucléaire. Les animaux 
KSR1-/- sont viables et ne démontrent pas de phénotype particulier suggérant des fonctions 
redondantes entre les deux isoformes de KSR (Morrison & Davis, 2003). 
Une autre protéine a été identifiée comme favorisant l’assemblage de la voie ERK est MEK-
partner 1 (MP1) (Figure 57). Cette petite protéine de 13 kDa, favorise la liaison et l’activation 
de MEK1/ERK1, et n’interagit pas avec les kinases MEK2 et ERK2. De plus, la surexpression 
de MP1 provoque une augmentation de l’interaction ERK1/MEK1, de la phosphorylation de 
Figure 56: Schéma de la régulation des MAPKs par les protéines d’échafaudage chez la 
levure et les cellules de mammifère. A) Chez la levure, la réponse aux phéromones requière la 
mise en place d’un module MAPK Ste11>Ste7>Fus3. Ce module est stabilisé par une protéine 
d’échafaudage Ste5. B) Ce même schéma est conservé chez les mammifères dans les réponses 
MAPK-dépendantes aux récepteurs tyrosine kinase ou couplés aux protéines G (extrait de 
Dhanasekaran D.N. et al., 2007).  
B)A) S.cerevisiae Cellules de mammifère
Figure 57: Protéines d’échafaudage impliquées dans la régulation de la signalisation ERK-
dépendante, exemples de MP1, KSR et MORG1 (extrait de Dhanasekaran D.N. et al., 2007).  
Figure 58: Protéines d’échafaudage impliquées dans la régulation de la signalisation ERK-
dépendante, exemples de la Paxillin et -arrestin (extrait de Dhanasekaran D.N. et al., 2007).  
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ERK1, et de l’activité transcriptionelle de Elk-1. MP1 possède une localisation au niveau de 
la membrane cytoplasmique des endosomes. Cette localisation s’explique par une interaction 
constitutive de MP1 avec p14, une protéine endosomale. Cette liaison MP1-p14 est essentielle 
pour une activation complète. En effet, la déplétion de p14 par siRNA provoque le relarguage 
de MP1 au niveau cytoplasmique et une inhibition de la signalisation ERK (Morrison & 
Davis, 2003). 
MORG1 est une protéine de 35KDa pouvant également moduler la signalisation de ERK. 
Cette protéine fut isolée par sa capacité à lier MP1. MORG1 peut s’associer directement avec 
plusieurs éléments de la voie ERK : Raf-1, b-Raf, MEK1/2 et ERK1/2 (Figure 57) (Vomastek 
et al, 2004). La surexpression de MORG1 induit une suractivation de la voie ERK en réponse 
au sérum. A l’inverse, son extinction atténue cette réponse. Plus intéressant, MORG1 semble 
avoir un rôle différent selon le type de stimuli. En effet, si cette ˝scaffold protein˝ augmente la 
signalisation ERK-dépendante en réponse au LPA ou aux esters de phorbol, en revanche elle 
n’affecte en rien la réponse à l’EGF. Ceci suggère un rôle de MORG1 dans la signalisation 
des récepteurs couplés aux protéines G plutôt que dans celle des récepteurs à tyrosine kinase. 
Toutefois, on ne connaît pas la finalité de l’interaction MORG1/MP1. Comme ces deux 
protéines peuvent co-localiser au niveau de structures vésiculaires, il est possible que cette 
coopération influe sur la stabilité du signal à des niveaux sub-cellulaires précis (Dhanasekaran 
et al, 2007). 
La paxillin est une protéine de 68 kDa localisée au niveau des foci d’adhésion et modulant la 
réponse FAK-dépendante à l’Hepatocyte Growth Factor (HGF). Dans les cellules quiescentes, 
la paxillin est constitutivement liée à MEK. Cependant, après traitement à l’HGF, Src activée 
va phosphoryler la paxillin sur la tyrosine 118, provoquant le recrutement de ERK et Raf et 
donc le déclenchement de la cascade de phosphorylation. ERK activée pourra à son tour 
phosphoryler d’autres protéines du complexe au niveau du foci d’adhésion, dont la paxillin, 
induisant le recrutement de la FAK à ce niveau cellulaire (Figure 58) (Dhanasekaran et al, 
2007).  
La β-arrestin joue un rôle dans la désensibilisation des signaux provenant des RCPG et 
activant ERK (Figure 58). Ainsi après stimulation par un agoniste d’un de ces récepteurs, la 
β-arrestin transloque du cytoplasme vers la membrane et interagit directement avec le RCPG 
activé. Ceci a pour conséquence le découplage du récepteur vis-à-vis des protéines G inhibant 
ainsi la transduction du signal. Les trois isoformes de ERK ont ainsi été retrouvées dans le 
complexe RCPG/β-arrestin. C’est notamment le cas après activation des récepteurs AT1aR 
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(Angiotensin Type 1a Receptor) ou PAR2 (Protease Activated Receptor 2). De multiples 
indices démontrent que la β-arrestin contribue à l’activation RCPG dépendante de ERK. Ainsi 
la surexpression d’un dominant négatif de la β-arrestin diminue l’activation de ERK. A 
l’inverse, sa surexpression dans des cellules traitées avec de l’angiotensine (agoniste de 
AT1aR) augmente l’activation mais aussi la séquestration de ERK au niveau membranaire, 
inhibant la réponse transcriptionnelle au stimulus. En revanche, on ne connaît pas le 
mécanisme d’assemblage de ce complexe (Morrison & Davis, 2003). 
Enfin, MEKK1 joue, en plus de sa fonction de MAP3K, un rôle de ˝scaffold protein˝. Cette 
hypothèse repose sur les travaux de Karandikar et al. (Karandikar et al, 2000) qui ont montré 
une interaction constitutive de MEKK1 avec Raf-1, MEK1 et ERK2. 
b) Les protéines d’échafaudage de JNK 
De la même manière, la signalisation de JNK est régulée par des protéines d’échafaudage. 
Les plus étudiées sont les JIPs (JNK Interacting Proteins). Cette famille comporte 4 protéines 
JIP1, 2, 3 et 4 issues de la transcription de quatre gènes différents. Ces isoformes de JIP ont 
été séparées en deux sous groupes sur la base de leurs structures protéiques : JIP1 et 2 
possèdent des domaines SH3 (Src Homology domain 3) et PTB (domaine de liaison aux 
phospho-tyrosines) alors que JIP3 et 4 ont des domaines ˝coil-coiled˝ et transmembranaire 
(Koushika, 2008). JIP1 et 2 étant proches structurellement, leurs fonctions sont similaires 
(Figure 59). JIP1/2 peut assembler spécifiquement les trois intermédiaires du module MAPK: 
MLK/MKK7/JNK, facilitant l’activation de JNK. Il a également été montré que JIP2 peut 
moduler la voie p38 en liant MKK3, p38α et p38γ (Figure 60). Egalement, les JIP1/2 peuvent 
lier la phosphatase MKP7, supposant que ces protéines d’échafaudage peuvent réguler 
négativement la voie des SAPKs.  
JIP3 (ou JSAP1) a été identifiée comme étant un partenaire de JNK1. Toutefois, cette protéine 
peut aussi interagir avec MEKK1, MLK3, ASK1, MKK4/7. Au niveau des MAPKs, JIP3 
s’associe préférentiellement à JNK3 plutôt qu’à JNK1/2 (Figure 60). 
Enfin, la protéine d’échafaudage JIP4 peut lier les kinases MEKK3, MKK4 et JNK. 
Toutefois, les études fonctionnelles de JIP4 semblent indiquer que cette protéine régule plus 
favorablement la voie p38 (Figure 60) (Lee et al, 2002; Morrison & Davis, 2003; Thompson 
et al, 2001).  
D’autre part comme pour la signalisation ERK, la β-arrestin 2 peut moduler la signalisation de 
JNK. Elle interagit avec JNK3 et ASK1. Elle peut également lier MKK4 mais de façon 
Figure 60: Rôles des protéines d’assemblage de la famille des JIPs. Quatre JIPs ont été
identifiées. Parmi elles, JIP1 et 3 sont spécifiques de la voie JNK. En revanche, JIP2 et 4 peuvent 
réguler à la fois la signalisation de JNK et de p38 (extrait de Dhanasekaran D.N. et al., 2007).  
Figure 59: Structures protéiques des protéines d’assemblage JIP1 et 2. Ces deux protéines 
d’assemblage ont des structures similaires, leur permettant de recruter les kinases de chaque 
niveau du module MAPK. Le domaine JBD permet la liaison de la MAPK : JNK alors que le 
domaine PTB reconnaît les phospho-tyrosines. SH3 : Src Homology domain 3, PTB : 
Phosphotyrosine-Binding domain, JBD : JNK-Binding Domain (extrait de Dhanasekaran D.N. et 
al., 2007).  
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indirecte. La β-arrestin 2 est nécessaire pour l’activation de JNK3 après stimulation du 
récepteur de l’angiotensine 2. 
c) Les protéines d’échafaudage de p38  
Concernant la régulation de la voie p38, peu de protéines d’échafaudage ont été identifiées. 
Neanmoins, de récentes données indiquent que les JIP2 et JIP4 peuvent interagir avec p38 
(Figure 60). JIP2 peut lier les isoformes α et γ de p38 ainsi que sa MAP2K : MKK3. Par 
exemple, Buchsbaum et al. (Buchsbaum et al, 2002) ont réalisé des expériences de 
transfections de plasmides codant pour des allèles constitutivement actifs de Tiam1 et Ras-
GRF1, deux ˝guanines exchange factors˝ pouvant activer p38 par l’intermédiaire de la voie 
Rac>MLK3>MKK3. Cette induction est potentialisée par la cotransfection d’un plasmide 
JIP2, favorisant l’assemblage de cette voie de signalisation et donc l’activation de p38. 
Concernant JIP4, l’équipe de R. Davis a montré que cette protéine module plus favorablement 
la voie p38 (Figure 60). La surexpression de JIP4 n’affecte pas l’activité de JNK alors qu’elle 
potentialise celle de p38. Ils ont pu mettre en évidence une interaction directe entre p38α et 
ASK1. Cependant, ils n’ont pas pu détecter d’interaction entre JIP4 et une MAP2K malgré 
que la surexpression de JIP4 soit incapable de potentialiser l’activité de p38 dans les cellules 
MKK3-/- ou MKK6-/-. Ceci suggère que ces MAP2Ks ainsi que JIP4 sont indispensables à la 
transduction du signal par la voie p38 (Kelkar et al, 2005) 
Enfin, une protéine d’échafaudage spécifique de la voie p38 a récemment été identifiée par le 
laboratoire de GL. Jonhson : l’OSM (Osmosensing Scaffold for MKK3). L’extinction de 
OSM par siRNA atténue l’activation de p38 par un choc osmotique. A l’inverse, des 
expériences de FRET montrent une augmentation de l’interaction OSM/MKK3 lors du 
traitement au sorbitol (Uhlik et al, 2003). 
4. Rôles des MAPKs dans la réponse un déficit en acides 
aminés indispensables 
Peu de données traitant du rôle des MAPKs dans un contexte de carence en acides aminés 
indispensables sont disponibles dans la littérature. De plus, si certains articles rapportent que 
ce stimulus puisse activer les voies ERK et JNK, certaines fonctions de ces kinases 
demandent d’être approfondies. Je vais donc m’attacher à décrire les résultats clairs traitant du 
rôle de ces deux kinases dans la réponse à la carence en acides aminés. 
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4.1. Implication de la voie ERK1/2 
Des études ont déjà montré l’implication des MAPKs dans la réponse à la carence en acides 
aminés. La plupart de ces travaux concerne le rôle des kinases ERK1/2. 
Ainsi, l’équipe de G.C. Gazzola a démontré que l’incubation de fibroblastes humains dans un 
milieu totalement privé d’acides aminés induisait la phosphorylation de ERK1/2 dès 5 
minutes. Cette activation se traduit par une hausse de 4 fois de son activité kinase. Egalement, 
leurs résultats montrent que cette même carence induit une hausse de l’activité de transport du 
système A. Or l’inhibiteur de ERK1/2 (PD98059) inhibe l’induction de l’activité de ce 
transport. Ces travaux sont les premiers éléments montrant un rôle de ERK dans l’adaptation 
cellulaire à un milieu carencé en acides aminés (Franchi-Gazzola et al, 1999). 
D’autre part, les travaux de Thiaville et al. (Thiaville et al, 2008a) ont montré que l’inhibition 
de MEK1/2 par le PD98059 ou le U0126 entrainait une inhibition de la phosphorylation 
d’eIF2 suite à une carence en histidine, dans les cellules HepG2 (Figure 61). En revanche, 
les inhibiteurs de JNK (SP600125) et de p38 (SB203580) n’affectent pas la phosphorylation 
d’eIF2. Par conséquent, l’inhibition de MEK1/2 entraine un blocage de l’induction du gène 
ATF4-dépendant : SNAT2, suite à cette même carence. Ce résultat corrèle parfaitement 
l’observation de la phosphorylation de ERK1/2 induite dès 2 heures de carence en histidine et 
qui persiste après 8 heures. Egalement, l’auteur rapporte que ce mécanisme est dépendant de 
la présence de mGCN2 et d’eIF2. En effet, il démontre que les cellules mutantes sur la sérine 
51 d’eIF2 (forme non phosphorylable) ainsi que les cellules mGCN2-/- présentent une 
hyperphosphorylation de ERK au niveau basal. La forme phosphorylée de ERK tend à 
diminuer lorsque les cellules sont carencées en histidine (Thiaville et al, 2008b). Cette même 
équipe a montré que le traitement au PD98059 inhibait la phosphorylation d’un autre facteur 
liant l’AARE : C/EBP, en réponse à une carence en leucine. Ceci suggère que la voie ERK 
régule également l’activité de ce facteur. Toutefois cette phosphorylation intervient dans la 
phase tardive de carence en acides aminés (après 8 heures de carence) et le rôle de celle-ci 
reste à déterminer (Thiaville et al, 2008a). 
Enfin, récemment l’équipe de Z. Wang a rapporté qu’une carence totale en acides aminés de 
cellules SW480 induisait l’expression des gènes modèles : ATF3 et p21. En revanche, cette 
même carence provoque en parallèle une baisse de 5 fois du taux de transcrits de Wnt5a. Cette 
répression de Wnt5a conduit à une moindre concentration de -caténine nucléaire après 12 
heures de carence, signifiant une activation moindre de la voie -caténine/Wnt. De plus, les 
auteurs décrivent que, dans ce même laps de temps, la phosphorylation de ERK1/2 est 
Figure 61: Modèle de régulation de la voie mGCN2 par la signalisation MEK/ERK en 
réponse à une carence en acides aminés indispensables. En réponse à une carence en acides 
aminés, la voie de signalisation MEK/ERK est activée. Ceci permettra la phosphorylation de 
eIF2 par mGCN2 (extrait de Thiaville M.M. et al., 2008).  
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augmentée. L’ajout de l’inhibiteur de MEK1/2 (U0126) provoque la restauration du taux de 
transcrits de Wnt5a dans les cellules carencées. Ces travaux illustrent bien que les acides 
aminés contrôlent la voie MEK/ERK et indirectement la voie Wnt/-caténine (Wang & Chen, 
2009). 
4.2. Implication de la voie JNK 
En plus des éléments apportés sur l’activation de ERK, l’équipe de G.C. Gazzola a montré 
une légère induction de la phosphorylation du résidu tyrosine et de l’activité kinase de JNK1 
après 5 minutes d’incubation dans le milieu totalement carencé. Toutefois, cette activité 
revient au niveau du contrôle à t=60 minutes. Un second article de Aubel et al. (Aubel et al, 
2001) rapporte qu’une carence en leucine ou méthionine de cellules HeLa conduit à 
l’activation de la SAPK : JNK1. Cette activation a été étudiée par la mesure de l’activité 
kinase sur une construction GST-c-jun. Elle augmente dès 6 heures de privation et persiste 
après 24 heures. Cette induction est réversible par rajout d’acides aminés dans le milieu de 
culture. Toutefois, dans cette publication, aucune donnée ne relie la hausse de l’activité JNK1 
à la phosphorylation d’ATF2. D’autre part, l’activation de JNK1 est tardive et ne coïncide 
donc pas avec la cinétique de phosphorylation d’ATF2, induite dès 30 minutes de carence en 
acides aminés. Enfin, l’ajout de l’antioxydant N-acétylcystéine dans le milieu carencé en 
leucine ou méthionine provoque une réduction de l’activité kinase de JNK1 respectivement de 
59% ou 36%. Ce résultat suggère que JNK1, lors d’une carence en acides aminés 
indispensables, est activée en partie par une élévation de l’état d’oxydation de la cellule 
(Figure 62) (Aubel et al, 2001). Enfin, en 2003, l’équipe de M. Pastor-Anglada s’est 
intéressée à la modulation de l’activité du transporteur des acides aminés neutres (Système A) 
et de la régulation transcriptionnelle de l’un de ces composants SNAT2, par la carence en 
acides aminés (Lopez-Fontanals et al, 2003). Leurs travaux ont montré que les kinases 
ERK1/2 et JNK1/3 étaient phosphorylées dans le cadre d’une carence totale en acides aminés 
des cellules CHO-K1. Toutefois, les fenêtres d’activation de ces kinases sont différentes. En 
effet, ERK1/2 sont induites entre 10 et 15 minutes de carence alors que JNK1/3 sont 
phosphorylées dès 10 minutes de limitation en acides aminés et ceci persiste au delà de 30 
minutes. Aucune activation de p38 n’a été observée dans ce contexte. Les auteurs ont 
également montré que la transfection d’un dominant négatif de JNK1 ou le traitement des 
cellules avec les inhibiteurs de ERK1/2 (PD98059) ou de p38 (SB202190) inhibent 
l’induction du messager de SNAT2 associée à la diminution de l’activité du Système A par 
une carence de 12 heures en acides aminés. Egalement la transfection d’un dominant négatif 
Figure 62: Activation de JNK1 par une carence en acides aminés indipensables. A) Une 
carence de 20 heures en méthionine (11µM) ou en leucine (45µM) augmente l’activité de JNK1. 
B) Analyse cinétique de l’activité kinase JNK1 en réponse à une carence totale en méthionine (M) 
ou en leucine (L) (extrait de Aubel C. et al., 2001).  
B)
A)
 76 
de la MAP2K : MKK4 inhibe l’activité de ce transporteur, après 12 heures de carence totale 
en acides aminés. Les conclusions de cet article sont que la carence en acides aminés active 
les MAPKs : JNK1 et ERK1/2, qui permettent l’adaptation cellulaire à ce stimulus notamment 
en régulant l’expression du gène SNAT2. L’induction de ERK1/2 est, selon les auteurs, 
uniquement associée à une contraction du volume cellulaire en réponse à ce stimulus. 
Concernant les résultats ambigus sur le rôle de p38 (pas de phosphorylation de p38 observée, 
mais inhibition du système A par le SB202190 au cours de la carence en acides aminés), les 
auteurs concluent que cette kinase n’est pas essentielle pour l’adaptation cellulaire à une 
limitation totale en acides aminés. Seule l’activation de la voie MKK4>JNK1 est spécifique 
de la réponse à la carence, et influe favorablement sur la transcription de SNAT2 et l’activité 
du système A au cours d’une carence en acides aminés. 
4.3 Conclusions 
Peu de données sont disponibles sur les rôles des MAPKs dans la réponse à une carence en 
acides amines. Toutefois, les deux voies de signalisation ERK1/2 et JNK ont été les plus 
étudiées. Dans cette conclusion, les différents résultats publiés dans la littérature seront 
résumés et les points de discordances entre ces différentes publications seront relevés. 
ERK1/2 : Concernant cette voie, celle-ci régulerait la voie mGCN2/ATF4, notamment en 
contrôlant la phosphorylation d’eIF2 (travaux de Thiaville et al.). Pourtant, les résultats 
présentés dans les différentes publications sont discordants au niveau de la fenêtre 
d’activation de cette kinase. Les travaux de l’équipe de G.C. Gazzola et celle de M. Pastor-
Alaga montrent une activation de cette kinase dès 5-10 minutes de carence. Toutefois, la 
première équipe indiquent que cette activation perdure au-delà de 3 heures de privation alors 
les résultats du second laboratoire précisent qu’elle prend fin après 15 minutes. Enfin les 
travaux de Thiaville et al. montrent une activation de cette kinase après 8 heures ce carence. 
Le mécanisme d’activation et la voie de signalisation aboutissant à l’activation de ERK dans 
ce contexte restent à déterminer. Pour l’instant, l’hypothèse retenue par deux de ces équipes 
est que la modification du volume cellulaire induit par une carence en acides aminés est 
responsable de l’induction de cette kinase. 
JNK1 : Concernant l’étude de cette voie, les résultats présentés sont discordants. L’équipe de 
G.C. Gazzola indique que JNK1 est activée dès 5 minutes de carence en acides aminés et que 
ceci ne persiste pas après 1 heure de privation. Les résultats de Aubel et al. présentent une 
hausse de l’activité de cette kinase seulement après 6 heures de carence. Cet article suggère 
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que cette activation, du moins partiellement, est provoquée par l’augmentation de l’état oxydé 
de la cellule induite par la carence en acides aminés. 
Pour conclure sur l’induction des MAPKs dans un contexte de carence en acide aminés, il est 
clair que les kinases ERK1/2 et JNK sont activées. En revanche, les résultats présentés 
montrent bien de grandes divergences au niveau des fenêtres d’activation de ces kinases. 
Egalement, il n’est pas encore admis que la carence en acides aminés soit l’inducteur direct de 
ces kinases, mais plutôt un effet secondaire de celle-ci (hausse du stress oxydant, variation du 
volume cellulaire). Ceci suggère donc que les mécanismes moléculaires activant ERK et JNK 
sont différents et mettent en jeu de nouvelles voies de signalisation encore non déterminées. 
Enfin, aucune donnée ne permet de rapporter l’activation de ces deux voies à l’induction de la 
phosphorylation du facteur ATF2 en réponse à la carence en acides aminés. 

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RESULTATS 
 
1. Objectif de la thèse 
 
 
 
Mon projet de thèse vise à mieux comprendre les mécanismes par lesquels les acides aminés 
peuvent réguler l’expression des gènes chez les mammifères. Plus particulièrement, mes 
travaux se sont focalisés sur l’identification d’une nouvelle voie de signalisation activée par le 
déficit en un acide aminé indispensable et pouvant moduler l’expression de gènes cibles 
spécifiques.  
Mon travail a permis de déterminer que cette nouvelle voie de signalisation conduit à la 
phosphorylation du facteur de transcription ATF2 sur les thréonines 69 et 71. Cette 
phosphorylation nécessite la mise en jeu du module MAPK : MEKK1>MKK7>JNK2. Celui-
ci est régulé par deux GTPases : Rac1 et Cdc42. De plus, nous avons pu mettre en évidence 
que cette voie de signalisation nécessitait la mise en jeu d’une protéine G au niveau 
membranaire G12. L’impact de cette nouvelle voie de signalisation sur la transcription 
AARE-dépendante du gène ATF3 a été également démontré. 
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2. Publication:  
Identification of a novel amino acid response 
pathway triggering ATF2 phosphorylation in 
mammals 
1. Introduction 
Le projet dans lequel s'inscrit mon travail de thèse vise à mieux comprendre les mécanismes 
par lesquels les acides aminés modulent la transcription des gènes chez les eucaryotes. 
Comme décrit dans la partie bibliographie, un certain nombre de voies de signalisation 
peuvent être modulées par les variations de concentrations en acides aminés. Ces voies 
peuvent être classées en deux sous groupes 1) celles activées par la supplémentation en acides 
aminés comme mTORC1 ou 2) celles activées par la carence en acides aminés. Dans ce 
deuxième sous-groupe, une voie relativement bien décrite met en jeu la kinase mGCN2 et le 
facteur de transcription ATF4. Elle est essentielle pour l’induction de la majorité des gènes 
cibles par la carence en acides aminés. En revanche, la seconde voie aboutissant à la 
phosphorylation du facteur ATF2 sur la thréonine 71 reste inconnue.  
Brièvement, ATF2 a été décrit comme étant un facteur de transcription constitutivement fixé à 
l’AARE de gènes cibles comme CHOP ou ATF3. Sa régulation, essentiellement post-
transcriptionnelle, est réalisée par phosphorylation de la thréonine 71 en réponse à une 
carence en leucine. L’utilisation de cellules invalidées pour l’expression d’ATF2 ont permis 
de montrer que ce facteur est essentiel pour l’induction de l’expression des gènes ATF3 et 
CHOP par ce même stimulus. Enfin, ATF2 est essentiel pour le recrutement d’une activité 
Histone Acétyl Transférase et l’acétylation des histones H4 et H2B au niveau de l’AARE de 
ces deux gènes, en réponse à la privation en leucine. 
Pour ces raisons, le projet de recherche qui m’a été confié vise à identifier la kinase activée 
par une carence en acides aminés indispensables et responsable de la phosphorylation de ce 
facteur ATF2. Ce projet a également pour but de déterminer une seconde voie de signalisation 
(en plus de ce la voie mGCN2/ATF4) mise en jeu au cours d’une carence en leucine et de 
mesurer son impact sur la transcription de gènes cibles comme ATF3. 
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2. Modèles utilisés 
2.1. Les cellules en culture 
Afin de réaliser nos expériences, nous avons utilisé plusieurs modèles de cellules en culture. 
Tout d'abord, les cellules HeLa et HEK293 sont des lignées humaines immortalisées. Les 
cellules HeLa sont issues d'un adénome de l'utérus alors que les HEK293 proviennent de 
cellules embryonnaires de rein. Ces deux types cellulaires possèdent l'avantage d'être 
immortalisés, et sont facilement manipulables par des outils de biologie moléculaire 
(transfection de siRNA ou de plasmides). Nous avons également utilisé des fibroblastes 
embryonnaires de souris (MEF) obtenus à partir de souris invalidées pour certains gènes 
spécifiques (mGCN2, ATF2). Ces lignées cellulaires restent un modèle de choix pour 
caractériser le rôle de ces protéines dans notre modèle d'étude.  
2.2. La carence en leucine 
Lors des expériences de carences en acides aminés, nous avons choisi, dans la majorité des 
cas, de supprimer la leucine, et ce pour plusieurs raisons. Tout d'abord, condition primordiale, 
la leucine est un acide aminé indispensable chez les mammifères. De plus, son transport à 
travers la membrane plasmique est rapide grâce à un système de diffusion facilitée (système 
L), permettant d'obtenir un équilibre de concentration rapide entre les milieux intra et extra-
cellulaires. Enfin, la leucine n’est ni un acide aminé glucoformateur, ni cétogène. Elle n'est 
donc pas métabolisée par les cellules utilisées dans nos expériences. Ainsi, même une longue 
période d’étude (par exemple 16 heures) n’entraîne pas de diminution significative de la 
concentration en leucine dans le milieu de culture contrôle. De ce fait, les effets observés ne 
pourront pas être attribués à la modification d'une voie métabolique dans laquelle la leucine 
serait impliquée. 
2.3. Le gène ATF3 
ATF3 fait parti des premiers gènes à avoir été identifiés comme répondant à une carence en 
leucine. Il appartient à la classe de gènes répondant précocement et fortement à cette 
privation. Ceci s'explique par le fait que le niveau d'expression du gène ATF3, en dehors de 
toute stimulation, est extrêmement faible. Cette caractéristique permet donc d'observer un 
taux d'induction élevé lors d'une carence en leucine. De plus, l'expression de ce gène est 
ubiquiste, ce qui permet de travailler dans différents types cellulaires (HeLa, fibroblastes,…). 
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Egalement, le promoteur d’ATF3 a été relativement bien décrit, notamment concernant 
l’élément de réponse aux acides aminés (AARE). Ceci a permis d'obtenir rapidement tous les 
outils nécessaires à son étude, en particulier au niveau moléculaire. Enfin, un certain nombre 
de travaux insistent sur l’aspect ATF2-dépendant de ce gène, ce qui en fait un modèle de 
choix pour l’étude de la voie de signalisation conduisant à la phosphorylation d’ATF2 
3. Principale technique utilisée : les ARN interférences 
Pour déterminer les intermédiaires de la voie de signalisation aboutissant à la phosphorylation 
d’ATF2, nous avons abondamment utilisé la technique de l’ARN interférence (ou siRNA pour 
small interfering RNA). La génération d’ARN interférence est un phénomène naturel retrouvé 
chez tous les organismes eucaryotes. De part leur immense potentiel en tant qu’outils 
moléculaires, ils ont fait l’objet d’études intensives depuis le début des années 2000. Les 
siRNA sont des séquences ARN de 21 nucléotides, sous forme de double brin. La transfection 
de ces séquences induit leurs reconnaissances par le complexe RISC (RNA Induce Silencing 
Complex) provoquant l’activation de celui-ci (Figure 63). L’un des brins du siRNA (dit 
« passager ») est éliminé alors que l’autre (dit « guide ») sert à cibler l’ARN messager à 
dégrader. La reconnaissance de ce messager se fait par complémentation des bases 
nucléiques. Une fois cette reconnaissance effectuée, la protéine endonucléase Ago2 (faisant 
partie du complexe RISC) clive le messager de part et d’autre de la zone d’hybridation. Ceci 
entraine la dégradation du messager mais génère également de nouvelles séquences double 
brin strictement identiques au siRNA exogène (pour revue : (Rana, 2007)). 
La technique de transfection de siRNA présente plusieurs avantages : i) le messager à cibler 
est reconnu avec une haute spécificité, de par l’obligation d’une stricte homologie de 
séquence entre le brin guide et l’ARNm. Ceci permet notamment de pouvoir discriminer un 
ARNm au sein de plusieurs isoformes. ii) Ce type d’expérience est relativement simple à 
mettre en place et ne nécessite qu’une transfection transitoire. iii) Les siRNA se transmettent 
dans les cellules filles. De plus, le clivage d’ARNm par le complexe RISC génère la synthèse 
de nouveaux ARN double brins. Ceci amplifie donc le mécanisme mis en jeu après la 
transfection. iv) L’invalidation d’une fonction par siRNA est transitoire. La probabilité que 
les cellules traitées puissent dériver voire mettre en place des mécanismes compensatoires est 
faible. En revanche, les inconvénients sont : i) l’invalidation par siRNA ne constitue pas un 
knock-out d’un gène. De ce fait, le messager ciblé peut ne pas être totalement dégradé et une 
partie peut donc être traduite en protéine. ii) Le knock-down d’un ARNm par siRNA peut ne 
Figure 63: Principe général de la technique de l’ARN interférence. Après 
transfection, les siRNA sont pris en charge par le complexe RISC. Le choix du brin 
guide va activer ce complexe qui va alors cibler les ARNm à dégrader. Le clivage de 
ce messager sera assuré par l’endonucléase Ago2. Par la suite, le complexe RISC peut 
être recyclé et reprendre plusieurs événements de clivage (d’après Rana T.M., 2007).
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pas forcément se traduire par une baisse importante de la protéine correspondante, notamment 
si celle-ci possède une demi-vie élevée. 
4. Publication  
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It has been well established that amino acid availability can control gene expression. Previous studies have
shown that amino acid depletion induces transcription of the ATF3 (activation transcription factor 3) gene
through an amino acid response element (AARE) located in its promoter. This event requires phosphorylation
of activating transcription factor 2 (ATF2), a constitutive AARE-bound factor. To identify the signaling cascade
leading to phosphorylation of ATF2 in response to amino acid starvation, we used an individual gene
knockdown approach by small interfering RNA transfection. We identified the mitogen-activated protein
kinase (MAPK) module MEKK1/MKK7/JNK2 as the pathway responsible for ATF2 phosphorylation on the
threonine 69 (Thr69) and Thr71 residues. Then, we progressed backwards up the signal transduction pathway
and showed that the GTPase Rac1/Cdc42 and the protein G!12 control the MAPK module, ATF2 phosphor-
ylation, and AARE-dependent transcription. Taken together, our data reveal a new signaling pathway activated
by amino acid starvation leading to ATF2 phosphorylation and subsequently positively affecting the transcrip-
tion of amino acid-regulated genes.
In mammals, amino acids exhibit two important character-
istics: first, nine amino acids are essential in healthy adult
humans, and second, there is no proper storage of amino acids,
which means that essential amino acids must be obtained from
the diet. Consequently, amino acid homeostasis may be altered
in response to malnutrition (4, 40, 59) and also by various
forms of pathology leading to a negative nitrogen balance
(chronic pathology, AIDS, and cancer, etc.) (41, 86, 89). Very
often, in one of these situations, the availability of one or
several essential amino acids is dramatically affected. Conse-
quently, individuals have to adjust several physiological func-
tions involved in the defense/adaptation response to amino
acid limitation. In such a situation, it has been shown that
amino acids by themselves are involved in a variety of regula-
tory processes (26, 47, 67). For all these reasons, the role of
amino acids as signaling molecules that regulate gene expres-
sion and physiological functions has received considerable at-
tention in recent years. However, the molecular mechanisms
involved in this process are not completely understood for
mammals at present (44, 47, 52).
Up to now, two ubiquitous amino acid-sensing processes
have been described to occur in mammals. They involve pro-
tein kinases mTORC1, activated by amino acid supplementa-
tion, and GCN2, activated by amino acid starvation. These two
kinases play a major role in the control of protein synthesis
(71), transcription, and mRNA turnover of specific genes (24,
46, 69). Although the mechanisms involved in the regulation of
gene expression by the mTORC1 pathway are not yet identi-
fied, the role of the GCN2 pathway has been widely studied
using the experimental model of limitation with one essential
amino acid. This model has been used to characterize the
cellular transcriptional response to nutritional stress. At a mo-
lecular level, most of the results have been obtained by study-
ing the transcriptional regulation of the activating transcription
factor 3 (ATF3), C/EBP homologous protein (CHOP), and
asparagine synthetase (ASNS) genes. An amino acid response
element (AARE) was identified in the promoters of these
genes and can confer amino acid responsiveness to a heterol-
ogous promoter (5, 13, 68). Subsequently, functional se-
quences that share a high level of similarity with the described
AARE were identified in other amino acid-regulated genes,
such as the system A amino acid transporter (SNAT2) (66) and
arginine/lysine transporter cat-1 (cat-1) genes (55). The se-
quences of these AAREs are related to C/EBP and ATF/cis-
acting replication element binding sites. Most of these AAREs
were described as binding a combination of several transcrip-
tion factors and regulatory proteins to precisely modulate the
rate of transcription (ATF4, ATF2, C/EBP!, ATF3, TRB3,
PCAF, and JDP2) (for a review, see reference 47). Of these
regulatory proteins, two transcription factors, ATF4 and
ATF2, have been shown to play an essential role in the amino
acid regulation of a large number of genes (2, 12).
Changes in ATF4 protein level are induced in response to
amino acid starvation by a pathway that involves activation of
the GCN2 kinase by the accumulation of free tRNA, which in
turn catalyzes phosphorylation of the alpha subunit of eukary-
otic initiation factor 2 (eIF-2"). An immediate consequence of
eIF-2" phosphorylation is a general decrease in protein syn-
thesis and enhanced translation of ATF4, due to the presence
* Corresponding author. Mailing address: UMR 1019, Unite´ Nutri-
tion Humaine, INRA de Theix, 63122 St. Gene`s Champanelle, France.
Phone: (33) 4 73 62 45 62. Fax: (33) 4 73 62 47 55. E-mail: pierre
.fafournoux@clermont.inra.fr.
† Supplemental material for this article may be found at http://mcb
.asm.org/.
! Published ahead of print on 12 October 2009.
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of upstream open reading frames in the 5# untranslated region
of its mRNA (56, 81). Subsequently, ATF4 induces the expres-
sion of a large number of specific target genes (2, 31, 75).
ATF2 is the other transcription factor essential for amino
acid control of gene transcription. ATF2 functions either as a
homodimer or as a heterodimer with other members of the
ATF family, as well as other bZIP proteins, to bind to specific
DNA sequences and activate gene expression (8, 82). One
major role of ATF2 is to regulate the response of cells to stress
signals (30, 34). The transactivation capacity of the N-terminal
domain of this transcription factor can be enhanced through
phosphorylation of two N-terminal threonine residues, Thr69
and Thr71 (human ATF2). Phosphorylation at these residues
has been shown to be induced in response to several stress
signals in a mitogen-activated protein kinase (MAPK)-depen-
dent pathway (3, 53, 60, 65).
In the context of gene regulation by amino acid starvation,
we previously studied the role of ATF2 by using leucine-reg-
ulated transcription of the CHOP and ATF3 genes as a working
model (2, 12). It was shown that (i) in cells devoid of ATF2, the
induction of CHOP or ATF3 transcription upon amino acid
starvation is lost; (ii) ATF2 binds in vivo to the AARE under
starved and unstarved conditions; (iii) ATF2 is phosphorylated
on Thr71 in response to amino acid starvation; and then, (iv)
ATF2 promotes modification of the chromatin structure to
enhance transcription (12). Whereas the molecular events
leading to ATF4 regulation have been well identified, the sig-
naling pathway responsible for ATF2 phosphorylation in re-
sponse to amino acid starvation is not known.
This study was designed to identify the signaling pathway
leading to phosphorylation of ATF2 in response to amino acid
starvation. Using individual gene knockdown experiments, we
demonstrated that c-Jun NH2-terminal kinase 2 (JNK2) is es-
sential for regulation of ATF2 phosphorylation. Then, we pro-
gressed backwards up the signal transduction pathway to iden-
tify the different steps required. Taken together, our data
reveal a new signaling pathway activated by amino acid star-
vation and leading to ATF2 phosphorylation.
MATERIALS AND METHODS
Cell culture and treatment conditions. HeLa cells, HEK293 cells, and mouse
embryonic fibroblasts (MEF) were cultured at 37°C in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM)–Ham’s F-12 medium (Sigma) containing 10% fetal
bovine serum. When indicated, DMEM–Ham’s F-12 medium lacking leucine was
used. In all experiments involving amino acid starvation, 10% dialyzed fetal calf
serum (A15-107) (PAA laboratories) was used.
Antibodies. The following antibodies were purchased from Santa Cruz Bio-
technology: those against ATF2 (sc-187), ATF4 (sc-200), JNK1 (sc-571),
MEKK1 (sc-252), G"12 (sc-409), and G"13 (sc-410). Antibodies against ATF2
phosphorylated on Thr71 (P-Thr71 ATF2) (1268-1), P-Tyr185 JNK (2155-1),
JNK2 (2037-1), MKK4 (1650-1), MKK7 (1949-1), MEKK2 (1662-1), and
MEKK3 (1672-1) were obtained from Epitomics. The anti-P-Thr69$Thr71
ATF2 (9225), anti-P-Thr389 S6K (9205), and anti-P-Ser408 MEF2A (9737)
antibodies were from Cell Signaling Technology. The Rac1 (610650),
P-Thr202$Tyr204 extracellular signal-regulated kinase (ERK) (612358), and
Cdc42 (610928) antibodies were provided by BD Biosciences.
Immunoblot analysis. Cells were lysed in a buffer containing 50 mM Tris-HCl,
pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 50 mM
NaF, 2 mM Na3VO4, 100 nM okadaic acid, 25 mM !-glycerophosphate, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, and a protease inhibitor cocktail from Sigma.
Proteins (40 %g) were resolved by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred onto a Hybond-P polyvinylidene difluoride mem-
brane (Amersham Biosciences). Membranes were incubated in blocking solution
(5% nonfat milk powder in Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20) for 1 h at room
temperature. The blots were then incubated with primary antibody in blocking
solution overnight at 4°C. Antibodies were diluted in accordance with the man-
ufacturer’s instructions. The blots were washed three times in Tris-buffered
saline, 0.1% Tween 20 and incubated with horseradish peroxidase-conjugated
goat anti-rabbit immunoglobulin G (1:5,000) (Santa Cruz, CA) in blocking buffer
for 1 h at room temperature. After three washes, the blots were developed using
an enhanced chemiluminescence detection system (Amersham Biosciences).
Oligonucleotides. Oligonucleotides were from Sigma-Aldrich. When double-
stranded oligonucleotides were required, equal numbers of moles of comple-
mentary strands were heated to 90°C for 1 min and annealed by slow cooling to
room temperature.
Plasmid construction and reagents. TATA-Tk-Luc, containing the minimum
herpes simplex virus promoter for thymidine kinase (positions &40 to $50), was
generated as previously described (13). The 2xATF3AARE-Tk-Luc plasmid was
constructed by inserting SacI-XhoI double-stranded oligonucleotides containing
two copies of the ATF3 AARE sequence into the Tk-Luc plasmid. The
2xCHOPAARE-Tk-Luc plasmid was constructed as described in reference 13.
The MAPK inhibitors SB20350 (tlrl-sb20) and U0126 (tlrl-u0126) were obtained
from InvivoGen. The JNK inhibitor 8: JI8 (420135) and rapamycin (553211)
were from Calbiochem. The JNK inhibitor SP600125 (S5567-10MG) was from
Sigma-Aldrich.
siRNA transfection. Small interfering RNA (siRNA) corresponding to MKK4
(SI02655079), MKK7 (SI02660588), MEKK1 (SI02659965), MEKK2 (SI02224166),
MEKK3 (SI00605619), Rac1 (SI02655051), Cdc42 (SI02757328), G"12
(SI00096565) and G"13 (SI00089761) mRNA and to a control (1027280) were from
Qiagen. siRNA against JNK1 (12936-42) and JNK2 (12936-44) were purchased from
Invitrogen. The JNK1/2 siRNA primers (5#-AAAGAAUGUCCUACCUUCUdTd
T-3# and 5#-AGAAGGUAGGACAUUCUUUdTdT-3#) target a common se-
quence in both JNK1 and JNK2 mRNA and was synthesized by Qiagen. One day
before transfection with siRNA, HeLa cells were plated in six-well plates at 25%
confluence. Then, 60 pmol of siRNA was transfected into the cells by using the
calcium phosphate precipitation method as previously described (45). Seventy-two
hours after transfection, the amino acid starvation experiment was performed and
the expression level of target mRNA was analyzed by Western blotting.
Transient transfection and Luc assay. Cells were plated in 12-well dishes and
transfected by the calcium phosphate coprecipitation method. Twenty-four hours
after siRNA transfection (30 pmol), 1 microgram of luciferase (Luc) plasmid
(2xATF3AARE-Tk-Luc or 2xCHOPAARE-Tk-Luc) was transfected into the
cells, along with 0.1 %g of pCMV-ßGal as an internal control. This plasmid
carries the bacterial ß-galactosidase gene fused to the human cytomegalovirus
immediate-early enhancer/promoter region. Relative Luc activity was given as
the ratio of relative Luc units/relative ß-galactosidase units. All values are the
means calculated from the results of at least three independent experiments
performed in triplicate.
Analysis of gene expression by use of real-time reverse transcription-PCR
(RT-PCR). Total RNA was prepared using an RNeasy minikit (Qiagen) and
treated with DNase I, amplification grade (Invitrogen), prior to cDNA synthesis.
RNA integrity was electrophoretically verified by ethidium bromide staining.
RNA (0.5 mg) was reverse transcribed with 100 U of Superscript II plus RNase
H-reverse transcriptase (Invitrogen), using 100 %M random hexamer primers
(Amersham Biosciences), in accordance with the manufacturer’s instructions.
We used the following primers: those targeting mouse ATF3 (forward, 5#-CGC
CATCCAGAATAAACACC-3#; reverse, 5#-GCAGGCACTCTGTCTTCTCC-
3#), human ATF3 (forward, 5#-GCCATTGGAGAGCTGTCTTC-3#; reverse, 5#-
GGGCCATCTGGAACATAAGA-3#), human ASNS (forward, 5#-ATCACTG
TCGGGATGTACCC-3#; reverse, 5#-CTTCAACAGAGTGGCAGCAA-3#),
human !-actin (forward, 5#-TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3#; reverse, 5#-A
GCACTGTGTTGGCGTACAG-3#), and mouse !-actin (forward, 5#-TACAGC
TTCACCACCACAGC-3#; reverse, 5#-AAGGAAGGCTGGAAAAGAGC-3#).
Real-time quantitative PCR was carried out using a LightCycler system (Roche
Applied Science) as described previously (2). Relative results were displayed as
relative levels of ATF3 per ß-actin. Each experiment was repeated at least four
times.
ChIP analysis. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) analysis was per-
formed as previously described (12). The following antibodies were purchased
from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA): those against ATF2
(sc-187) and ATF4 (sc-200). Anti P-thr71 ATF2 (9221) was obtained from Cell
Signaling Technology (Beverly, MA). The primers used to amplify the mouse
ATF3 AARE sequence were 5#-GGTCTCCACCCACCTTTTG-3# and 5#-CTC
GCTGAGTGAGACTGTGG-3#. The results are expressed as the percentage of
antibody binding versus the amount of PCR product obtained using a standard-
ized aliquot of input chromatin. Sample results are the means from at least three
independent immunoprecipitations.
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RESULTS
ATF2 is phosphorylated in response to amino acid starva-
tion. We first determined the role of ATF2 and ATF4 in the
amino acid regulation of ATF3. This gene was chosen as a
working model since previous studies have shown that (i) ATF3
is dramatically induced upon amino acid starvation and that
(ii) it contains a genomic cis-acting AARE (ATF3 AARE) that
has been shown to be involved in the binding of several tran-
scription factors (12, 68). To determine whether ATF2 or
ATF4 is required to mediate ATF3 mRNA induction during a
short period of leucine starvation, we used MEF deficient in
ATF2 or ATF4. Figure 1A shows that ATF3 expression is
dramatically enhanced in response to a 4-hour period of
leucine starvation. In contrast, lack of either ATF4 or ATF2
resulted in a loss of ATF3 mRNA inducibility.
To investigate the binding of these factors on the ATF3
AARE, cells were incubated in control or leucine-free medium
for 4 h and ChIP assays were performed with primer sets
covering the ATF3 AARE (Fig. 1B). For wild-type cells, ChIP
experiments showed an increase in ATF4 binding to the
AARE following leucine deprivation whereas binding of ATF2
remained constitutive. ChIP analysis using an antibody that
specifically recognizes ATF2 phosphorylated on threonine 71
revealed that binding of the phosphorylated form of ATF2 was
significantly increased after removal of leucine. In ATF2-defi-
cient cells, neither ATF2 nor phosphorylated ATF2 bound to
the ATF3AARE was detected. However, the increase in ATF4
binding remained. In cells lacking ATF4, the levels of bound
ATF2 and the increase of bound phospho-ATF2 were similar
to those in the wild-type cells. Taken together, these results
demonstrate that ATF4 binding and ATF2 phosphorylation
are two independent events that are associated with ATF3
induction upon amino acid starvation.
In the next experiment, we investigated the kinetics of ATF2
phosphorylation on Thr71 and on a combination of Thr69 and
Thr71 (Thr69$Thr71) in response to leucine starvation. The
phosphorylated form of ATF2 was estimated using two specific
antibodies recognizing either phosphothreonine 71 or double
phosphorylation on Thr69 and Thr71. Figure 1C shows that
leucine deprivation resulted in a rapid and sustained phosphor-
ylation of ATF2 on both Thr69 and Thr71 that appeared at
least 30 min after the beginning of leucine starvation and
persisted for up to 4 h. Furthermore, we checked the effects on
ATF2 phosphorylation of starvation for other individual amino
acids. Figure 1D shows that starvation for essential amino acids
such as lysine and methionine enhanced ATF2 phosphoryla-
tion but that glutamine starvation (glutamine being a nones-
sential amino acid) had no significant effects. This experiment
also showed that ATF4 expression is induced by lysine or
methionine starvation, confirming that the GCN2/ATF4 path-
way is activated following essential-amino-acid starvation.
GCN2 and mTORC1 pathways are not required for ATF2
phosphorylation in response to amino acid starvation. The
simplest hypothesis for explaining phosphorylation of ATF2 by
amino acid starvation would be the involvement of one of the
two ubiquitous pathways previously described. The first one
involves the protein kinase GCN2, activated by the accumula-
tion of free tRNA resulting from the lack of amino acid. We
checked whether uncharged tRNAleu accumulation resulting
from leucine starvation is involved in phosphorylation of ATF2
on Thr69$Thr71. We treated the cells for 2, 4, and 8 h with 10
mM of leucinol, an alcohol derivative of leucine. Leucinol
inhibits leucyl-tRNA-synthetase and then increases the un-
charged tRNAleu content of the cells. Figure 2A shows that
leucinol treatment did not affect the phosphorylation of ATF2
but induced ATF4 expression. This result demonstrates that
accumulation of uncharged tRNAleu alone is not able to in-
duce ATF2 phosphorylation. We also measured the phosphor-
ylation of ATF2 in response to leucine starvation in GCN2&/&
and GCN2$/$ MEF cells (Fig. 2B). Measurement of eIF-2"
phosphorylation and ATF4 expression indicates that the
GCN2 pathway is not activated in&/& cells. Our results clearly
show that ATF2 is phosphorylated upon leucine starvation in
both GCN2$/$ and GCN2&/& cells, demonstrating that the
GCN2 kinase is not involved in this process.
We next addressed the contribution of mTORC1 inhibition
in phosphorylation of ATF2. We treated the cells with rapa-
mycin, a pharmacological inhibitor of mTORC1. Both amino
acid starvation and rapamycin treatment are known to inhibit
mTORC1 activity. Figure 2C shows that rapamycin treatment
did not affect the phosphorylation level of ATF2. The effi-
ciency of rapamycin treatment was checked by measuring the
dephosphorylation of S6K1, a direct target of mTORC1. How-
ever, it has been shown that rapamycin does not inhibit all the
function of mTORC1 (83); therefore, we cannot totally ex-
clude the role of mTORC1 in this process. Taken together, our
data show that ATF2 phosphorylation in response to amino
acid starvation does not involve the GCN2 pathway and the
rapamycin-sensitive component of mTORC1 activity.
JNK2 inhibition abolishes amino acid starvation-induced
ATF2 phosphorylation. Numerous studies have shown that, in
response to various stress signals, ATF2 is phosphorylated on
Thr69 and Thr71 by the JNK and p38 pathways (11, 30, 80). In
response to mitogens, such as insulin, ATF2 is phosphorylated
via a two-step mechanism that involves the cooperation of two
different kinases (ERK1/2 and p38 or JNK), which phosphor-
ylate ATF2-Thr71 and then ATF2-Thr69, sequentially (3, 65).
These data prompted us to analyze the role of the MAPK
pathways in amino acid regulation of ATF2 phosphorylation.
For that purpose, we used pharmacological inhibitors of these
kinases. Figure 3 shows that inhibition of p38 by use of
SB203580 (19) and prevention of ERK1/2 phosphorylation by
MEK1/2 (MAPK/ERK kinase) inhibitor U0126 (19) had no
effect on the induction of ATF2 phosphorylation on Thr69 and
Thr71 by 4 h of leucine starvation. The efficiency of these
inhibitors was checked by measuring ERK (78) and MEF2A
(64, 88) phosphorylation (see Fig. S1 in the supplemental ma-
terial). In contrast, inhibition of JNK by either JI8 (63, 77) or
SP600125 (6) completely cancelled induction of ATF2 phos-
phorylation in response to leucine starvation. These results
suggest that JNK rather than p38 or ERK is responsible for
amino acid regulation of ATF2 phosphorylation. It is notable
that ATF2 phosphorylations on Thr71 and on Thr69$Thr71
are similarly regulated by leucine starvation in the presence
and absence of inhibitor, suggesting that these two residues are
phosphorylated by a single protein kinase. Similar conclusions
had previously been drawn for ATF2 phosphorylation in re-
sponse to other stress inducers, such as UV, methyl methane
sulfonate, or tumor necrosis factor alpha (65). For these rea-
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sons, only the phosphorylation on ATF2-Thr71 will be shown
in subsequent studies.
It has been well demonstrated that JNK proteins are
regulated by dual phosphorylation of threonine and tyrosine
in a TXY motif (21). To determine whether amino acid
starvation induces JNK phosphorylation, we measured the
phosphorylated form of JNK on Tyr185 proteins upon
amino acid starvation by using a specific antibody. Figure 4A
shows that phosphorylation of JNK proteins was enhanced
by 1 to 4 h of leucine starvation, demonstrating that JNK
FIG. 1. Role of ATF2 in the transcriptional regulation of ATF3 in response to amino acid starvation. (A) ATF2&/&, ATF4&/&, and wild-type (WT)
MEF were incubated for 4 h in either control or leucine-free (&Leu) medium and then harvested. Total RNAwas extracted and analyzed by quantitative
RT-PCR for ATF3 mRNA content as described in Materials and Methods. Each point represents the mean value of results from three independent
experiments. We obtained the same results using the wild-type counterparts of the ATF2&/& and the ATF4&/&MEF (not shown). (B) ChIP analysis was
performed using antibodies specific for ATF4, ATF2, and phosphorylatedATF2 (Thr71). Quantitative RT-PCRwas performed with immunoprecipitated
DNA and a dilution of input DNA samples, using primers to amplify the AARE region of the ATF3 promoter. Data were plotted as percentages of PCR
product from immunoprecipitated DNA versus input DNA. Each point represents the mean value of results from three independent experiments, and
the error bars represent the standard errors of the means (* indicates statistical significance at P values of'0.05). IgG, immunoglobulin G. (C) Cells were
incubated in either control or leucine-free medium and harvested after the indicated incubation times. Western blot analysis of phospho-ATF2 (Thr71
and Thr69$Thr71) and total ATF2 was performed with nuclear extract as described in Materials and Methods. (D) Cells were incubated for 4 h either
in control medium (Ctrl) or in a medium devoid of one individual amino acid (leucine, lysine, methionine, or glutamine), and then analysis of
phospho-ATF2 (Thr69$Thr71), ATF2, and ATF4 was performed.
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phosphorylation matches the time course of ATF2 phos-
phorylation.
JNK proteins are encoded by three genes. The jnk1 and jnk2
genes are expressed ubiquitously, whereas the jnk3 gene has a
limited pattern of expression, mainly restricted to the brain,
heart, and testis (20). To examine which JNK isoform is in-
volved in amino acid regulation of ATF2 phosphorylation,
HeLa cells were transfected with siRNA to silence JNK1,
JNK2, or both JNK1 and JNK2. We monitored the effective-
ness of the siRNA action by immunoblot analysis, using anti-
bodies that recognize JNK1 or JNK2 specifically. Figure 4B
shows that siRNA treatment was effective in dramatically re-
ducing the corresponding target expression relative to the level
for the control siRNA. These results reveal that knockdown of
JNK2 but not JNK1 abolished ATF2 phosphorylation on
Thr71 in response to leucine starvation but that ATF4 induc-
tion was not affected. We obtained similar results when mea-
suring ATF2 phosphorylation on ATF2 Thr69$Thr71 (data
not shown).
A cascade of protein kinases including MKK7 and MEKK1
mediates leucine starvation-induced ATF2 phosphorylation.
We next analyzed which known JNK2 activator(s) (MKK4,
MKK7, or both) was involved in response to leucine starvation.
Cells were transfected with siRNA targeting MKK4, MKK7, or
both, and the experiment was performed as described for Fig.
4B. Figure 5A shows that siRNA treatment (i) was effective in
reducing the expression of the corresponding target and (ii)
did not prevent ATF4 induction upon leucine starvation.
Moreover, it was clear that MKK7 knockdown completely
abolished ATF2 phosphorylation in response to leucine star-
vation. Conversely, in MKK4-silenced cells, leucine-dependent
phosphorylation of ATF2 was maintained.
MKK7 activity was increased following phosphorylation at
Ser and Thr residues within a SKAKT motif in its activation
loop by multiple kinases, including MEKK1 to -4, the protein
kinase of the mixed-lineage family (MLK1 to -3), apoptosis
signal-regulated kinase 1 (ASK1), dual-leucine-zipper-bearing
kinase, and transforming growth factor !-activated kinase 1
(TAK1). According to the literature, the properties of certain
kinases meant we did not consider them to be potential can-
didates for activation of MKK7 by amino acid starvation. First,
PAK1, dual-leucine-zipper-bearing kinase, MLK1, and MLK2
expressions are restricted to a limited number of tissues and
are either not expressed or poorly expressed in HeLa cells (9,
36). Second, several studies showed that MLK2, PAK1, ASK1,
TAK1, or MEKK4 activity predominantly phosphorylates
MKK4 rather than MKK7 (1, 15, 18, 38, 48, 51). Therefore, we
first investigated whether MEKK1, MEKK2, and MEKK3
were involved in the signaling pathway linking leucine deprivation
to ATF2 phosphorylation. Cells were transfected with specific
siRNA to silence MEKK1, MEKK2, MEKK3, or all three pro-
teins. Figure 5B shows that MEKK1 knockdown abolishes ATF2
phosphorylation resulting from leucine starvation while the
FIG. 2. ATF2 phosphorylation upon leucine starvation does not
involve the GCN2 and mTORC1 pathways. (A) Cells were incubated
with 10 mM leucinol for the indicated times, and then ATF2 phos-
phorylation and ATF4 expression were analyzed as previously de-
scribed. A 30-minute incubation with 20 %g/ml anisomycin (Aniso) was
used as a positive control for the measurement of ATF2 phosphory-
lation. (B) GCN2$/$ or GCN2&/& MEF were incubated in either
control or leucine-free medium for 2 and 4 h. Cells were then har-
vested for analysis of ATF4 expression and phosphorylation of ATF2
and eIF-2". (C) Cells were leucine starved for 4 h or treated with 50
nM rapamycin (Rapa) for 4 h, and then the phosphorylations of ATF2
and S6K were measured.
FIG. 3. Pharmacological inhibition of JNK prevents ATF2 phos-
phorylation by leucine starvation. Cells were incubated in either con-
trol or leucine-free medium for 4 hours in the presence of various
MAPK inhibitors (20 %M SB203580 inhibits p38, 50 %M U0126 inhib-
its MEK1/2 and thus ERK, and 20 %M JI8 and 50 %MSP600125 inhibit
JNK). The phosphorylation of ATF2 was then measured. For this
experiment, cells were first preincubated for 1 h with MAPK inhibitors
or vehicle (dimethyl sulfoxide [DMSO]).
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GCN2/ATF4 pathway is not affected. Conversely, MEKK2 or
MEKK3 silencing had no effect. Finally, we next confirm the role
of JNK in this amino acid-regulated pathway. Figure 5C shows
that JNK phosphorylation in response to leucine starvation is
prevented by MKK7 and MEKK1 silencing.
Taken together, our results demonstrate that amino acid
starvation triggered a cascade of protein kinases that includes
MKK7 and MEKK1 and mediated JNK2 activation and sub-
sequent ATF2 phosphorylation.
Leucine starvation-induced ATF2 phosphorylation requires
both Cdc42 and Rac1. Several lines of evidence indicate that
the Rho family of GTPases mediates activation of the JNK
pathway in response to various stimuli (10, 20). Particularly, it
has been shown that Rac1 and Cdc42 play a critical role in
controlling the JNK signaling pathway (17). In addition, these
small GTPases appear to transmit signals to the JNK module
via MEKK1 (for a review, see reference 29). Taken together,
these data prompted us to investigate the role of Cdc42 and
Rac1 in our model. Cells were transfected with specific siRNA
targeting either Cdc42 or Rac1 or both Cdc42 and Rac1. We
first checked that each siRNA had silenced its target gene (Fig.
6). Our results show that silencing of Rac1 or Cdc42 dramatically
decreased but did not abolish ATF2 phosphorylation upon
leucine starvation. However, knockdown of both Cdc42 and Rac1
completely abolished the response to leucine deprivation with
respect to ATF2 phosphorylation while ATF4 induction was not
affected. From these experiments, we can conclude that (i) these
two GTPases are required to trigger full phosphorylation of
ATF2 upon leucine starvation and that (ii) there is partial func-
tional redundancy between Cdc42 and Rac1.
G!12 knockdown prevents leucine starvation-induced ATF2
phosphorylation. In mammalian cells, members of the Rho
GTPase family are positioned at the center of a complex sig-
naling network. Diverse upstream signals can regulate Rho
GTPase through activation of various receptors, such as G
protein-coupled receptor (GPCR) or receptor tyrosine kinase
(73, 74). Since amino acids have already been shown to activate
GPCR (16), we favor the hypothesis that a GPCR could be
involved in the sensing of leucine deficiency. So we focused our
investigation on the role of G proteins. Among the G protein
alpha or beta-gamma subunits, G"12 and G"13 have been
shown to be able to activate the JNK pathway (29, 76). For Fig.
7A, we investigated the role of G"12 and G"13 in the regula-
tion of ATF2 phosphorylation by leucine starvation. We si-
lenced G"12, G"13, or both G"12 and G"13 by transfecting
appropriate siRNA. First, we observed that G"12 protein si-
lencing decreased the basal level of ATF4 protein expression.
Further work beyond the scope of this study will be necessary
to identify the role of G"12 in the regulation of ATF4 expres-
sion. More importantly, Fig. 7A shows that knockdown of
G"12 prevents ATF2 phosphorylation but that knockdown of
G"13 has no effect. Furthermore, data from literature showed
that the expression of an activated mutant of G"12 (G"12 QL)
leads to phosphorylation and activation of JNKs specifically
through the stimulation of the JNK-specific upstream kinase
MKK7 (23, 70). In Fig. 7B, we show that transfection of G"12
QL in HEK293 cells activates the phosphorylation of ATF2
and JNK. Taken together, these results show that the G"12
protein is involved in this pathway, suggesting that a GPCR
could be at the origin of the sensing of leucine starvation by
cells.
Inhibition of the pathway leading to ATF2 phosphorylation
affects the regulation of ATF3 expression in response to amino
acid starvation. To assess the role of the JNK pathway in
amino acid regulation of gene expression, we first measured
the effect of leucine starvation on ATF3 mRNA content in the
context of JNK2 or JNK1 silencing. The experiment was per-
formed as described in the legend to Fig. 4. Our results (Fig.
8A) show that JNK2-siRNA transfection decreased ATF3
mRNA induction significantly by leucine starvation but that
JNK1-siRNA and control siRNA had no effect. It was previ-
ously shown that ASNS is transcriptionally regulated by leucine
starvation through an AARE that does not require ATF2 bind-
ing (this point will be evoked in Discussion) (12). As negative
control, we show that the amino acid regulation of ASNS is not
affected by JNK2-siRNA treatment. Second, we focused our
investigation on the impact of JNK1 or JNK2 silencing on
AARE-dependent transcription. Cells were transiently trans-
fected with one siRNA together with a vector encoding Luc
driven by two copies of the ATF3 AARE. Figure 8B shows that
FIG. 4. Silencing of JNK2 by siRNA prevents ATF2 phosphorylation
by leucine starvation. (A) Cells were incubated in either control or
leucine-free medium and harvested after the indicated incubation times.
The phosphorylated forms of JNK (Tyr185) and ATF2 were measured.
Each blot was obtained from a representative experiment among three
independent experiments. (B) HeLa cells were transfected with control
siRNA, JNK1 siRNA, JNK2 siRNA, or siRNA targeting both JNK1 and
JNK2, as described in Materials and Methods. At 72 h posttransfection,
cells were incubated in either DMEM or leucine-free DMEM for 4 h and
then harvested for analysis of ATF2, JNK1, JNK2, ATF4, and the phos-
phorylated form of ATF2. Each blot was obtained from a representative
experiment among three independent experiments.
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the increase of the ATF3AARE-dependent transcription upon
leucine starvation was affected by the JNK2-siRNA but not by
the JNK1 or control siRNA. Our previous article (12) demon-
strates that, like ATF3, the amino acid-regulated transcription
of the CHOP gene requires the expression of ATF2. Figure 8B
shows that the CHOP AARE-dependent transcription is also
affected by transfection of JNK2-siRNA, demonstrating that
the necessity of ATF2 phosphorylation is not restricted to the
regulation of ATF3 expression.
Data from Fig. 4B and 5A show that silencing JNK1 or MKK4
leads to a slight decrease in induction of ATF2 phosphorylation
upon leucine starvation; however, it does not affect AARE-de-
pendent transcription and ATF3 expression (Fig. 8) (data not
shown forMKK4 silencing). The latter observation shows that the
FIG. 5. Knockdown of MKK7 or MEKK1 inhibits leucine starvation-induced ATF2 phosphorylation. (A) HeLa cells were transfected with
either control siRNA, MKK4 siRNA, MKK7 siRNA, or both MKK4 siRNA and MKK7 siRNA. At 72 h posttransfection, cells were incubated in
either DMEM or leucine-free DMEM for 4 h. Cells were then harvested for analysis of MKK4, MKK7, ATF4, and the phosphorylated form of
ATF2 as previously described. (B) MEKK1, MEKK2, MEKK3, or all three proteins were silenced as previously described. Then, the expression
levels of MEKK1, MEKK2, MEKK3, ATF4, and the phosphorylated form of ATF2 were analyzed. (C) Protein extracts from cells transfected with
either control, MKK7, or MEKK1 siRNA were analyzed for JNK phosphorylation. Each blot was obtained from a representative experiment
among three independent experiments.
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signaling pathway connecting amino acid starvation to phosphor-
ylation of ATF2 protein bound on the AARE involves MKK7
rather than MKK4 and JNK2 rather than JNK1.
Finally, we investigated whether inhibition of one of the
upstream steps of the signaling pathway could affect the re-
sponse to leucine starvation. Since G"12 protein silencing de-
creases the basal level of ATF4 protein, it could influence
AARE-dependent transcription (Fig. 7). In consequence, we
chose to measure the impact of Rac1-Cdc42 knockdown on
regulation of ATF3 expression upon leucine starvation. The
experiment was performed as described for Fig. 8A and B. Our
results (Fig. 8C) show that silencing of Rac1 together with
Cdc42 affects induction of ATF3 mRNA in response to leucine
starvation.
FIG. 6. Silencing of Cdc42 and Rac1 prevents ATF2 phosphoryla-
tion in response to leucine starvation. Rac1, Cdc42, or both were
silenced as previously described. The phosphorylated form of ATF2
and the expression of Rac1, Cdc42, and ATF4 were measured. Each
blot was obtained from a representative experiment among four inde-
pendent experiments.
FIG. 7. Involvement of the G"12 protein in leucine starvation-in-
duced ATF2 phosphorylation. HeLa cells were transfected with either
control siRNA, G"12 siRNA, G"13 siRNA, or both G"12 siRNA and
G"13 siRNA. At 72 h posttransfection, cells were incubated in either
DMEM or leucine-free DMEM for 4 h. Cells were then harvested for
analysis of G"12, G"13, ATF4, and the phosphorylated form of ATF2 as
previously described. Each blot was obtained from a representative ex-
periment among three independent experiments. (B) HEK293 cells were
transfected with an activated mutant of G"12 (G"12 QL) or empty vector
(pcDNA3). At 48 h posttransfection, cells were lysed, then protein was
harvested for analysis of G"12, and the phosphorylated forms of ATF2
and JNK were measured as previously described.
FIG. 8. Role of JNK2 and Rac1/Cdc42 in the transcriptional reg-
ulation of ATF3 in response to amino acid starvation. (A) HeLa cells
were transfected with control siRNA, JNK1 siRNA, or JNK2 siRNA
and then incubated in a control medium or leucine-free medium
(&Leu) for 4 h as described for Fig. 4A. Total RNA was then extracted
and analyzed by real-time RT-PCR for ATF3 or ASNS mRNA con-
tent. (B) Cells were transfected with the appropriate siRNA, together
with a reporter plasmid containing two copies of the ATF3 or CHOP
AARE inserted 5# to the thymidine kinase promoter driving the Luc
gene (2xAARE-Tk-Luc). A plasmid encoding !-galactosidase, driven
by a cytomegalovirus promoter, was cotransfected to normalize trans-
fection (see Materials and Methods). At 48 h posttransfection, cells
were incubated in either DMEM or leucine-free DMEM for 16 h and
then harvested to measure Luc activity. (C) HeLa cells were trans-
fected with control siRNA or with Rac1 siRNA and Cdc42 siRNA.
Cells were then treated and analyzed as described for panel B. All
values are means calculated from the results for at least three inde-
pendent experiments performed in triplicate. Data are expressed as
mean ( standard error of the mean. Statistical analyses were per-
formed using a Student test. Asterisks indicate that &Leu/siRNA-
treated cells had statistical significance at P values of '0.05 for com-
parison with the &Leu/control siRNA-treated cells.
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These data clearly show that inhibition of ATF2 phosphor-
ylation by siRNA targeting of upstream components of the
signaling pathway impairs induction of ATF3 by amino acid
starvation. However, Fig. 1 and previous results (12) show that
ATF2 knockout almost abolishes the regulation of ATF3 upon
amino acid deprivation. The most plausible hypothesis by
which to explain these data could be that inhibition of the
G"12/JNK pathway by siRNA does not totally inhibit phos-
phorylation of the ATF2 molecules bound on the AARE.
Taken together, these results suggest that a signaling path-
way involving the G"12 protein, Rac1/Cdc42, and the JNK
module is necessary to fully activate the AARE-dependent
transcription in response to amino acid starvation.
DISCUSSION
Cells respond to the stress of amino acid starvation by acti-
vating a gene expression program that either protects them
from stress or leads to apoptosis (42, 57, 58). The regulation of
ATF3 gene expression represents a mechanistic model for in-
vestigating how changes in amino acid availability regulate
transcription. ATF3 is a member of the ATF/CREB transcrip-
tion factor family, which also includes members of the C/EBP
family and Jun/Fos. Normally expressed at low levels in cells,
ATF3 expression is rapidly induced in response to various
stress signals and is likely to be involved in the control of a
number of stress-related responses, including nutrient stress
(33, 43). For example, ATF3 is expressed in the islets of mice
that have developed diabetes and in human patients with type
1 or type 2 diabetes. It was also shown that ATF3 is a regulator
of stress-induced pancreatic !-cell apoptosis (32). The litera-
ture clearly shows that two events are required for ATF3 in-
duction in response to amino acid starvation: ATF4 induction
and ATF2 phosphorylation. The data described in our study
include several novel observations concerning the signaling
pathway by which ATF2 is phosphorylated upon amino acid
starvation and then activates gene transcription. We demon-
strated that a G"12 protein-, Rac1/Cdc42-, MEKK1-, MKK7-,
and JNK2-dependent pathway is essential for regulation of
ATF2 phosphorylation and then ATF3 induction. The results
of this study, together with earlier data, suggest a model where
two independent pathways are involved for the activation of
AARE-dependent transcription by amino acid availability
(Fig. 9). One pathway leads to the induction of ATF4, and the
other one leads to the phosphorylation of ATF2.
It was previously shown that the AARE-regulated genes
(dependent on ATF4 expression) can be divided into two
classes, according to the degree of their ATF2 dependence in
eukaryotic cells (2, 68). The first class is composed of genes
that are totally ATF2 dependent, such as ATF3, CHOP, SARS,
or 4EBP1. In response to amino acid starvation, phosphoryla-
tion of ATF2, subsequent stimulation of the associated histone
acetyltransferase activity, and modification of the chromatin
structure are a general mechanism involved in transcriptional
regulation of the ATF2-dependent genes (12). The second
class, consisting of genes such as ASNS and YARS, is partially
ATF2 dependent since the lack of ATF2 decreases but does
not abolish amino acid regulation. For these genes, it appears
that the increase in histone acetylation resulting from amino
acid starvation involves an ATF2-independent histone acetyl-
transferase mechanism (14). Such differences in the mecha-
nism of histone acetylation would permit flexibility between
amino acid-regulated genes with regard to the rapidity and
magnitude of the transcriptional response despite the same
initial signal.
ATF2 phosphorylation results from the activation of a spe-
cific signaling cascade by amino acid starvation. Among the
upper components of the signaling pathway, we identified the
G"12 protein and two membrane-associated GTPases, Cdc42
and Rac1. It is notable that knockdown of both Cdc42 and
Rac1 is necessary to completely abolish the response to leucine
deprivation. Similar data have been reported for other models
(17, 62). For example, epidermal growth factor activates both
Rac1 and Cdc42 in a synergistic manner to regulate the down-
stream pathway (50). The observation that multiple GTPases
contribute to activation of the JNK module either indicates a
simple redundancy or suggests a specific role for each GTPase,
depending on the different cellular contexts.
Once activated, Rac1 and Cdc42 can interact with numerous
downstream effectors to regulate a diverse set of cellular func-
tions. Our data show that, in response to amino acid starvation,
MEKK1 is the downstream effector of Rac1 and Cdc42 in the
pathway leading to ATF2 phosphorylation. According to the
literature, the mechanisms by which the interactions between
Rac1/Cdc42 and their effectors activate the downstream signal
transduction pathway are still unclear. For example, multiple
Cdc42 downstream effectors (including MEKK1) (27) have the
same interaction motif, with similar affinities for binding to
active Cdc42. It has been hypothesized that guanine nucleotide
exchange factors are a component of the Rac1- or Cdc42-
signaling complex and could direct Rac1/Cdc42 to select the
specific downstream effector (35, 39, 74).
Downstream from MEKK1, the signaling between amino
acid starvation and ATF2 phosphorylation requires MKK7 and
JNK2 kinases. Previous data already mentioned the specificity
of a given kinase for a given downstream effector leading to the
FIG. 9. Model of amino acid starvation-induced AARE-dependent
transcription in human cells. In response to amino acid starvation, two
pathways are activated. The first one is activated by uncharged tRNA
and leads to ATF4 induction. The second one involves the G"12
protein and leads to ATF2 phosphorylation.
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specificity of a signaling pathway (22). For example, MKK7
activates only JNK, whereas MKK4 activates both JNK and
p38 (79, 84). Similarly, the substrate specificities of JNK1 and
JNK2 were different. For example, c-Jun was preferentially
phosphorylated by JNK1, while ATF2 was preferentially phos-
phorylated by JNK2 (20). The specificity of the signaling cas-
cade involves the affinity of the kinase for its substrate as well
as tissue-specific factors and scaffold proteins (84). For exam-
ple, it has been shown that JNK-interacting protein 1 (JIP-1)
forms a complex with JNK, MKK7, and certain MAPK kinase
kinases (25). So the phosphorylation cascade occurs within this
protein complex. The factor(s) responsible for the specificity of
the pathway at each step has not yet been identified. In par-
ticular, the activity of various guanine nucleotide exchange
factors such as guanine exchange factor (GEF), GTPase acti-
vating protein (GAP), or guanine dissociation inhibitor (GDI)
or the role of scaffold proteins (JIP and POSH proteins) in the
model of the JNK pathway activation in response to amino acid
starvation could be investigated (35, 85, 87).
Recently, it has been shown that, in addition to the JNK
pathway, amino acid limitation also activates the kinases MEK
and ERK (78). The authors described a complex cross talk
between the MEK-ERK signaling pathway and the GCN2/
ATF4 pathway. Indeed, activation of the ERK pathway re-
quires eIF-2" phosphorylation and ATF4 induction, which, in
turn, is regulated by ERK activity. Taken together, these data
demonstrate that, in addition to the well-described amino acid-
regulated kinases (GCN2 and mTORC1), several components
of the MAPK pathways are involved in the control of particular
cellular functions following amino acid deprivation. The regu-
latory role of MAPK could depend on the tissue or cell type
(78).
Amino acid starvation-dependent ATF2 phosphorylation in-
volves an unidentified sensor initiated at the cell membrane.
Our results suggest that the amino acid starvation sensor could
involve an unidentified GPCR. GPCRs constitute one of the
largest and most diverse protein families in mammalian ge-
nomes (49). In a recent analysis, more than 800 GPCRs were
listed in the human genome (72). Some members of GPCR
class 3 are described as broad-spectrum amino acid sensors
that couple changes in extracellular-amino-acid levels to the
activation of intracellular signaling pathways (16). They in-
clude the heterodimeric taste receptor (T1R1 and T1R3),
GPCR6A, and the extracellular calcium sensing receptor
(CaR). In yeast, a signaling pathway from the plasma mem-
brane to the nucleus is involved in sensing amino acid avail-
ability in the environment. Extracellular amino acids are rec-
ognized by a receptor at the plasma membrane, the integral
membrane protein Ssy1 (7, 28). In association with two other
peripheral membrane proteins, Ptr3 and Ssy5, it activates tran-
scription factors Stp1 and Stp2, which regulate the expression
of target genes (54).
In mammals, the nature of the upstream amino acid sensor
that could activate the JNK pathway in the context of low
amino acid concentrations remains to be identified. Several
articles report that binding of particular amino acids to their
respective transporter proteins could also serve as an effective
means of sensing amino acid availability at the cell surface
(37). For example, it was reported that leucine and glutamine
transporter activity was necessary for the regulation of
mTORC1 by these amino acids (61). However, in this article
the authors did not determine the origin of the signal: either
the transporter behaves as a receptor (and turns on the path-
way) or it allows a high intracellular concentration of amino
acid to be maintained, which is sensed by the cell. It is notable
that, in addition to leucine starvation, ATF2 phosphorylation is
enhanced by starvation for lysine or methionine (Fig. 1D).
These amino acids are not transported by a common trans-
porter, suggesting that either (i) the amino acid sensor is not an
amino acid carrier or (ii) several amino acid transporters could
be connected to a common protein complex that could turn on
the downstream signaling pathway. Further work will be nec-
essary to identify the amino acid sensor.
In conclusion, we have identified a new signal transduction
pathway activated by amino acid starvation and leading to
ATF2 phosphorylation. Our results demonstrate that, in mam-
malian cells, at least two signaling pathways are activated by
amino acid deprivation. (i) The first one senses the intracellu-
lar lack of amino acid through the activation of GCN2 and
leads to the induction of ATF4. (ii) The other sensor is located
at the plasma membrane and leads to the phosphorylation of
ATF2 through the activation of the JNK cascade. These two
pathways regulate the AARE-dependent transcription and
control a set of genes involved in adaptation to amino acid
limitation. However, we cannot exclude that these signaling
pathways could regulate biological functions other than
AARE-dependent transcription. In particular, the role of the
JNK module in the adaptation to an amino acid limitation
remains to be investigated. Defining the precise cascade of
molecular events by which the cellular concentration of an
individual amino acid regulates gene expression will be an
important contribution to our understanding of metabolite
control in mammalian cells. These studies will provide insight
into the role of amino acids in the regulation of cellular func-
tions like cell division, protein synthesis, and proteolysis.
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AB
Supplementary dat a S1: Verification of  t he ac tivity of  M EK1/2 and p38
inhibitors. M easuring t he phosphorylated form o f E RK w as u sed t o ch eck
U0126 activity. Figure S1A shows that leucine starvation increase ERK activity
as previously described. In presence of U0126, ERK phosphorylation is totally
prevented. The inhibitor of  p38 w as checked by m easuring the phosphorylated
form of MEF2A. According to the literature, MEF2A is mainly phosphorylated
by p38 and not by ERK or JNK (see referen ces in the text). To check the p38
inhibitor, cel ls w ere fi rst ex posed 1  m inute t o U V l ight, i n p resence o r n ot o f
SB203580. Figure S1B shows that exposition to UV light dramatically increase
the M EF2A phosphorylation through p38 a ctivation. In t he presence o f
SB203580, MEF2A phosphorylation is prevented.
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5. Résultats 
5.1. ATF2 est essentiel à la transcription AARE-dépendante d’ATF3 
Les premiers résultats de cette publication montrent l’aspect essentiel des facteurs ATF2 et 
ATF4 lors de l’induction de la transcription AARE-dépendante du gène ATF3 par la carence 
en acide aminés. Ainsi l’induction d’ATF3 par la carence en leucine est abolie dans les 
cellules ATF4-/- et ATF2-/-. De plus, des expériences de ChIP confirment la liaison d’ATF4 à 
l’AARE d’ATF3 au cours de cette carence. On remarque que sur cette même séquence, ATF2 
est constitutivement fixé et qu’il est phosphorylé sur la thréonine 71 (Thr71) en réponse à une 
carence en acides aminés. Ces propriétés d’ATF2 sont conservées dans le contexte de cellules 
ATF4-/-. De même, ATF4 est capable de transloquer dans le noyau et de lier cet AARE dans 
les cellules invalidées pour ATF2. Ces résultats montrent qu’ATF4 et ATF2 sont 
indispensables pour l’induction d’ATF3 au cours d’une carence en acides amines mais 
suggèrent ces deux facteurs sont régulés indépendamment l’un de l’autre.  
5.2. La phosphorylation d’ATF2 est indépendante des voies mGCN2 
et mTORC1 
Les expériences réalisées avec un inhibiteur de la leucyl-tRNA synthétase montrent que la 
phosphorylation d’ATF2 est indépendante de l’induction d’ATF4. En effet, le traitement au 
leucinol provoque l’activation de la voie mGCN2/ATF4 alors qu’il n’induit pas la 
phosphorylation d’ATF2. De la même manière, dans un contexte cellulaire invalidé pour 
l’expression de mGCN2, on observe la conservation de la phosphorylation d’ATF2 en 
réponse à la carence en leucine  
Enfin, la carence en acides aminés régule l’activité de mTORC1. Nous avons donc voulu 
déterminer si la répression de cette kinase pouvait influencer la phosphorylation d’ATF2. 
Ainsi, l’utilisation de la rapamycine, inhibiteur spécifique de mTORC1 et mimétique de 
l’effet d’une carence en acides aminés sur l’activité de cette kinase, n’induit pas la 
phosphorylation d’ATF2. Ceci suggère donc que la voie mTOR n’est pas impliquée dans la 
régulation de la phosphorylation d’ATF2. 
Pris dans son ensemble, ces résultats permettent de conclure définitivement sur l’aspect 
mGCN2 et mTORC1-indépendant de ce mécanisme. 
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5.3. ATF2 est phosphorylé sur les résidus thréonines 69 et 71 en 
réponse à la carence en leucine 
Nous avons pu déterminer que la phosphorylation d’ATF2 en réponse à la carence en acides 
aminés ne se limitait pas uniquement à la régulation du phospho-site thr71. L’utilisation d’un 
anticorps ciblant spécifiquement les résidus thr69 et thr71 phosphorylés a permis de 
démontrer que ces deux sites sont phosphorylés en réponse à une limitation en acides aminés. 
L’analyse de cette double phosphorylation dans le contexte d’une cinétique de carence en 
leucine (30 minutes à 4 heures) montre que ces événements se produisent de manière 
concomitante pour les deux résidus.  
5.4. La phosphorylation d’ATF2 nécessite l’activation du module 
MAPK : MEKK1>MKK7>JNK2, 
Concernant l’identification de la kinase d’ATF2, plusieurs expériences permettent de cibler 
JNK2. Premièrement, le traitement des cellules par des inhibiteurs spécifiques des kinases 
JNKs (SP600125 et JI8) inhibe la phosphorylation d’ATF2 en réponse à la carence en leucine. 
En revanche, cette phosphorylation est conservée dans les cellules traitées avec l’inhibiteur de 
ERK ou de p38. Deuxièmement, il est acquis que l’activité de JNK est induite par sa 
phosphorylation via les MAP2K. Or, on peut observer que la phosphorylation de JNK sur la 
thréonine 183 est augmentée dans les cellules carencées en leucine, supposant l’induction de 
son activité kinase. Enfin, afin de discriminer l’isoforme de JNK impliquée dans ce 
mécanisme, nous avons utilisé la technique des ARN interférences (siRNA). Ces expériences 
montrent clairement que le knock-down de JNK2 inhibe la phosphorylation d’ATF2 en 
réponse à la carence en acides aminés. 
La technique des siRNA a aussi permis de déterminer les MAP2K et MAP3K impliquées 
dans la signalisation JNK2-dépendante et aboutissant à la phosphorylation d’ATF2. Ainsi le 
knock-down de MKK7 ou de MEKK1 inhibe la phosphorylation d’ATF2 et de JNK en 
réponse à la carence en acides aminés. La phosphorylation d’ATF2 en réponse à une carence 
en acides aminés nécessite donc la mise en jeu d’un module MAPK composé de 
MEKK1>MKK7>JNK2. 
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5.5. Le module MAPK est régulé en amont par deux GTPases : Rac1 
et Cdc42, ainsi qu’une protéine G : G12 
Concernant les protéines régulant en amont le module MAPK, l’utilisation d’ARN 
interférences dirigés contre les GTPases : Rac1 et Cdc42 ainsi que la protéine G12 démontre 
l’implication de ces 3 protéines. Le rôle de G12 dans cette voie de signalisation est conforté 
par le fait que la transfection d’un allèle constitutif de cette protéine aboutit à une 
augmentation de la phosphorylation de JNK et d’ATF2. 
Pris dans leur ensemble, ces résultats ont permis de conclure que la phosphorylation d’ATF2 
requière au préalable l’activation d’une nouvelle voie de signalisation composée de 
G12>Rac1+Cdc42>MEKK1>MKK7>JNK2. 
5.6. La voie G12/ATF2 contrôle l’expression d’ATF3 et CHOP en 
réponse à une carence en leucine 
La dernière partie de cette publication démontre l’importance de cette voie de signalisation 
sur la transcription AARE-dépendante des gènes CHOP et ATF3. Les knock-down de JNK2 
(kinase terminale) ainsi que de Rac1+Cdc42 (GTPases en amont de la voie) affectent 
l’induction du messager d’ATF3 ainsi que la transcription du gène luciférase sous le contrôle 
de l’AARE d’ATF3 lors d’une carence en acides aminés. Ce résultat n’est pas uniquement 
spécifique du gène ATF3 puisque des résultats similaires ont été obtenus en utilisant l’AARE 
de CHOP. En revanche, la transcription d’un gène strictement ATF4-dépendant, comme 
ASNS, n’est pas modifiée dans de telles conditions.  
 


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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
Chez tous les êtres vivants, les acides aminés, au même titre que les autres nutriments, 
assurent de nombreuses fonctions et en particulier celle de modulateur de l'expression 
génique. Au niveau de la cellule procaryote ou eucaryote, une carence en acides aminés 
provoque l'activation de différentes voies de signalisation qui doivent conduire à la mise en 
place d'un programme moléculaire très précis impliqué dans la régulation transcriptionnelle 
de certains gènes spécifiques. Chez les mammifères, l'existence de ce type de régulation est 
maintenant clairement établie. Elle concerne un certain nombre de gènes, mais contrairement 
aux bactéries ou aux levures, une faible proportion sont directement impliqués dans le 
métabolisme protéique ou celui des acides aminés. Ces nutriments peuvent donc jouer un rôle 
plus large et réguler de nombreuses fonctions physiologiques. Lorsque ce travail de thèse a 
débuté, de nombreux travaux avaient permis de décrire les mécanismes moléculaires 
impliqués dans l’activation de la voie mGCN2/ATF4 au cours d’une carence en leucine ainsi 
qu’un certain nombre de fonctions physiologiques qu’elle régule. Il était également acquis que 
cette voie de signalisation n’était pas la seule à pouvoir être activée par une limitation en 
acides aminés. En effet, il avait été démontré l’existence d’une seconde voie aboutissant à la 
phosphorylation d’ATF2, facteur indispensable pour la régulation de la transcription d’un 
sous-groupe de gènes cibles. En revanche, les mécanismes moléculaires à l’origine de 
l’activation d’ATF2 lors d’une carence en acides aminés n’étaient pas identifiés. Les travaux 
présentés dans ce travail avaient donc pour but d’identifier de nouveaux mécanismes 
moléculaires impliqués dans la régulation des gènes par une carence en acides aminés. Ainsi, 
nous avons pu déterminer une nouvelle voie de signalisation activée par ce stimulus et 
constituée des éléments G12>Rac1+Cdc42>MEKK1>MKK7>JNK2>ATF2 (par la suite 
cette voie de signalisation sera désignée par l’acronyme : G12/ATF2) (Figure 64). Nos 
résultats ont également pu apporter la preuve de l’implication de celle-ci sur la transcription 
AARE-dépendante du gène modèle ATF3. Dans ce chapitre, les résultats obtenus seront 
discutés et des expériences permettant de préciser les mécanismes moléculaires régulant 
l’activation de la voie G12/ATF2 au cours d’une carence en acides aminés seront présentées. 
Egalement, quelques expériences permettant de relier ces résultats à la régulation de fonctions 
physiologiques seront proposées. 
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Figure 64: Modèle de régulation de la transcription AARE-dépendante d’ATF3 par la 
carence en acides aminés chez les mammifères. La carence en acides aminés provoque une 
inhibition de la synthèse protéique et l’accumulation d’ARNt libres au sein de la cellules. Cette 
dernière va induire la voie mGCN2/ATF4 et entrainer la fixation d’ATF4 à l’AARE d’ATF3. 
En parallèle, cette même carence va induire la voie de signalisation 
G12>Rac1+Cdc42>MEKK1>MKK7>JNK2 et induire la double phosphorylation d’ATF2. Ces 
deux voies de signalisation vont permettre l’induction du gène ATF3 en réponse à la carence en 
acides aminés (extrait de Chaveroux C. et al., 2009).
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1. Caractérisation et rôle d’ATF2 
1.1 Sites de phosphorylation d’ATF2 
La littérature rapporte que l’activation d’ATF2 est régulée au niveau de la double 
phosphorylation de ses résidus thr69 et thr71, en particulier par les MAPKs. La mutation de 
l’un de ces sites abolit l’activité transactivatrice de ce facteur de transcription (Livingstone et 
al, 1995). Egalement, la sérine 90 est un autre site d’ATF2 décrit comme pouvant être 
phosphorylé par les MAPKs. En revanche, la fonction de cette phosphorylation reste à 
identifier (Morton et al, 2004). Nos résultats ont montré qu’ATF2 est phosphorylé sur ces 
deux premiers sites par l’intermédiaire de la voie G12/ATF2, en réponse à une carence en 
leucine. Si nos résultats sont clairs à propos de la phosphorylation de la thréonine 71 au cours 
d’une carence en leucine, plusieurs points restent à éclaircir, notamment en ce qui concerne la 
phosphorylation du résidu thréonine 69. Egalement, l’étude de la phosphorylation de la sérine 
90 par JNK2 pourrait être envisagée. 
a) Phosphorylation des thréonines 69/71 d’ATF2 par JNK2 
Phosphorylation de la thréonine 69 par JNK2 : Les expériences menées avec les inhibiteurs 
spécifiques de JNK et les siRNA dirigés contre JNK2 montrent une inhibition de la 
phosphorylation d’ATF2 en réponse à la carence en leucine. Ces résultats ont été obtenus par 
western blot avec des anticorps reconnaissant soit phospho-thr71, soit la forme doublement 
phosphorylée d’ATF2 : phospho-thr69/71. Comme l’inhibition de JNK2 abolit la 
phosphorylation d’ATF2 sur le site thr71, les deux anticorps ne peuvent s’hybrider et nous ne 
pouvons donc pas conclure sur la régulation de la phosphorylation du site thr69. Nous n’avons 
pas trouvé de bons anticorps ne reconnaissant que la forme phosphorylée d’ATF2 sur le 
résidu 69. Un protocole expérimental consistant à transfecter des cellules ATF2-/- par un 
plasmide codant pour une forme mutée d’ATF2 sur le site thr71 peut être envisagé. Par la 
suite, ces cellules seront prétraitées avec l’inhibiteur de JNK (JI8) puis carencées en leucine et 
analysée par western blot avec un anticorps anti phospho-thréonines totales. 
Séquence de phosphorylation d’ATF2 : Egalement, il serait intéressant de déterminer si 
l’induction de cette phosphorylation est séquentielle. En effet, le laboratoire de Van Dam H. 
(université de Leiden, Pays-Bas) a montré, dans un autre modèle que le notre, que la 
phosphorylation d’ATF2 était réalisée en deux étapes non simultanées et par deux kinases 
différentes. Ainsi, en réponse à l’insuline, la thréonine 71 est phosphorylée par ERK alors que 
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la thréonine 69 l’est par JNK ou p38 (Ouwens et al, 2002). Nous pourrions alors envisager 
que la phosphorylation d’ATF2 soit régulée de la même manière en réponse à la carence en 
leucine. Cependant, deux arguments appuient l’hypothèse, qu’en réponse à la carence en 
acides amines, cet événement est uniquement régulé par JNK2 : i) entre 30 minutes et 4 
heures de carence en leucine, en utilisant les mêmes anticorps et inhibiteurs que l’équipe de 
Van Dam H., nous n’observons pas de régulation séquentielle de cet événement. ii) le 
laboratoire de Van Dam H. a décrit ERK comme étant la kinase responsable de la 
phosphorylation du résidu thr71 en réponse à l’insuline. Nos résultats montrent que JNK2 est 
responsable de cette phosphorylation dans le cadre d’une carence en leucine. 
Cinétique de phosphorylation d’ATF2 : Malgré cela, ces mêmes travaux montrent que la 
phosphorylation séquentielle d’ATF2 en réponse à l’insuline intervient très rapidement, dans 
une fenêtre d’activation entre 5 et 15 minutes de traitement. Nous ne pouvons donc pas 
exclure qu’il en soit de même dans le modèle de carence en leucine. Nous n’avons pu mesurer 
la phosphorylation d’ATF2 par western blot, uniquement dans des temps de carence en acides 
aminés supérieurs ou égaux à 30 minutes. L’analyse de cet événement dans des temps 
inférieurs est très difficile pour des raisons techniques. En effet, la privation en leucine 
nécessite un changement du milieu d’entretien pour un milieu carencé. Ceci provoque une 
augmentation du niveau basal de la phosphorylation d’ATF2 total, observable dans les temps 
précoces de limitation en leucine (30 minutes-1 heure) (Figure 65). Ce phénomène peut 
s’expliquer par l’afflux de facteurs de croissances engendré par le changement de milieu et 
pouvant activer les MAPKs et par la même, la phosphorylation d’ATF2. Il est donc difficile 
de discriminer la part d’induction de la phosphorylation d’ATF2 propre à la carence en 
leucine de celle provoquée par le changement de milieu. Il faut cependant nuancer l’impact de 
cet événement, qui ne semble pas affecter la forme d’ATF2 liée à l’AARE. En effet, si le 
changement de milieu provoque bien une induction de la phosphorylation d’ATF2 totale 
visible par western blot, celle-ci n’est pas observée lors d’expériences de ChIP dirigées 
seulement contre phospho-thr71 d’ATF2 au niveau de l’AARE de CHOP ou ATF3. C’est 
pourquoi, afin de préciser la séquence de phosphorylation d’ATF2 en réponse à la carence en 
leucine et pour des temps inferieur à 30 minutes, la technique de ChIP avec les deux 
anticorps : anti phospho-thr71 et phospho-thr69+71 peut être une bonne alternative au western 
blot. 
Figure 65: Le changement de milieu au cours d’une carence en leucine induit la 
phosphorylation d’ATF2 total mais n’affecte pas la partie d’ATF2 liée à l’AARE. A)
Expériences de western blot : le changement de milieu nécessaire pour réaliser les carences en 
leucine induit une double phosphorylation d’ATF2 total, particulièrement dans les temps 
précoce de limitation (30 minutes-1 heure). B) Expériences de ChIP : Cette induction ne se 
traduit pas par une augmentation de la phosphorylation d’ATF2 lié à l’AARE de CHOP
(extraits de Chaveroux C. et al., 2009 et Bruhat A. et al., 2007).
B)
A)
Leucine + - + - + - + -
4h2h1h 0.5h
P-thr69+71 ATF2
P-thr71 ATF2
total ATF2
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b) Phosphorylation de la sérine 90 d’ATF2 en réponse à la carence en 
acides aminés 
Un troisième site d’ATF2, la sérine 90, est connu pour pouvoir être phosphorylé en réponse à 
l’anisomycine ou le TNF. La littérature ne rapporte pas de fonction régulatrice connue pour 
cette modification d’ATF2, et elle n’est pas associée à la hausse de l’activité 
transcriptionnelle de ce facteur. En revanche, les travaux de Morton et al. démontrent que la 
phosphorylation de ce résidu est spécifique de la kinase JNK (Morton et al, 2004). Comme 
nos résultats indiquent que JNK2 est la kinase d’ATF2 sur les thréonines 69 et 71 en réponse 
à la carence en acides aminés, on ne peut donc pas exclure que ce site soit également 
phosphorylé dans le même contexte et joue un rôle annexe dans la réponse cellulaire à ce 
stimulus. Une analyse par western blot de cette modification spécifique d’ATF2 permettait de 
vérifier cette hypothèse. 
1.2. Rôle de la phosphorylation d’ATF2 sur la transcription AARE-
dépendante 
Si la caractérisation de la phosphorylation est un point important pour préciser le rôle d’ATF2 
dans la réponse à la carence en acides aminés, il apparaît aussi nécessaire de déterminer la 
fonction propre de cette phosphorylation dans l’activation de la transcription dépendante de 
l’AARE. 
Pour rappel, ATF2 est un facteur de transcription constitutivement fixé à l’AARE de CHOP 
ou ATF3, et indispensable pour l’induction de certains gènes en réponse à la carence en acides 
aminés (Bruhat et al, 2007). Au cours de cette stimulation, il est phosphorylé sur ses deux 
résidus transactivateurs (thréonines 69/71) (Chaveroux et al, 2009). Cette phosphorylation est 
un phénomène extrêmement rapide, puisqu’elle intervient dès 15 minutes au niveau de 
l’AARE (en tout cas pour le residu thr71), contre 1 heure pour la fixation d’ATF4 (Bruhat et 
al, 2007; Cherasse et al, 2007). Egalement, ATF2 contrôle l’état chromatinien par le 
recrutement d’activités HATs ainsi que la libération de cofacteurs (HDAC, JDP2) au niveau 
de l’AARE au cours d’une carence en leucine (Bruhat et al, 2007) (Cherasse et al, 2008). Il 
faut préciser que tous ces travaux ont été obtenus dans un contexte cellulaire invalidé 
totalement pour l’expression de la protéine ATF2 et sont d’ailleurs à la base de la 
classification des gènes cibles de la limitation en acides aminés en fonction de leurs 
dépendances à ATF2. Dans ce modèle, on peut donc supposer que la phosphorylation d’ATF2 
peut avoir deux fonctions : i) celle d’activatrice de l’activité transcriptionnelle d’ATF2 et 
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donc de l’expression des gènes cibles, ii) celle d’intermédiaire pour le recrutement de 
cofacteurs (HATs) impliqués dans la conformation chromatinienne de l’AARE (Figure 66).  
Activité transactivatrice de la phosphorylation d’ATF2 : La littérature rapporte que l’activité 
transcriptionnelle de ce facteur est uniquement régulée par phosphorylation des résidus thr69 
et 71. Les expériences effectuées dans un contexte cellulaire invalidé pour ATF2 ont montré 
que les gènes CHOP et ATF3 n’étaient plus induits en réponse à la carence en acides aminés.  
Egalement, des expériences ont été réalisées au laboratoire par transfections de cellules HeLa 
avec un dominant négatif d’ATF2 (non phosphorylable sur les thr69/71 et ser90) suivies de 
carence en leucine. Ces expériences montrent que les cellules transfectées avec ce mutant 
perdent l’inductibilité d’un gène rapporteur (luciférase) sous la régulation de deux AARE de 
CHOP. Cependant, il est toujours difficile de conclure sur ce type d’expériences car des effets 
de titrage des facteurs de transcription par la surexpression d’ATF2 sauvage ou muté peuvent 
avoir lieu. 
Les résultats présentés dans la publication montrent que le knock-down de JNK2, abolissant 
la phosphorylation d’ATF2, n’inhibe que de 30% l’expression d’ATF3 en réponse à une 
carence en leucine. Ce résultat suggère donc que soit la phosphorylation d’ATF2 n’est pas 
totalement éteinte dans les cellules transfectées avec le siRNA contre JNK2, soit la 
phosphorylation d’ATF2 n’est donc pas essentielle pour l’induction des gènes cibles au cours 
d’une carence en leucine. 
Rôle de la phosphorylation d’ATF2 dans le recrutement de l’activité HAT: Nos résultats ne 
permettent pas de déterminer si la phosphorylation d’ATF2 joue également un rôle dans le 
recrutement de l’activité HAT au niveau de l’AARE de CHOP ou d’ATF3 en réponse à une 
carence en leucine. Des expériences de ChIP dirigées contre la forme acétylée de l’histone 
H4, dans des cellules transfectées avec le siRNA spécifique de JNK2, permettraient de 
déterminer si cette phosphorylation est impliquée dans la mobilisation des cofacteurs au cours 
d’une carence en leucine.  
En l’état actuel, nous ne pouvons pas discriminer entre le rôle de la phosphorylation d’ATF2 
dans l’activation directe de la transcription et/ou le recrutement des cofacteurs. Afin de 
conclure définitivement sur cette question, le laboratoire a entamé la démarche pour se 
procurer les cellules ATF2 A/A. Cette lignée, développée dans le laboratoire de Nic Jones à 
Manchester, est issue de souris ˝knock-in˝ sur les résidus thr51 et thr53 (équivalents à thr69 et 
thr71 chez l’homme). Ces sites ont été remplacés par deux alanines, empêchant la 
phosphorylation activatrice d’ATF2. Il faut préciser que ces souris présentent exactement les 
mêmes phénotypes que les souris invalidées pour ATF2, indiquant que ces sites sont bien 
Figure 66: Fonctions potentielles de la phosphorylation d’ATF2 dans la phase précoce de 
la réponse à la carence en acides aminés. La phosphorylation d’ATF2 intervient dès 15 à 30 
minutes en réponse à la carence en acides aminés. Elle peut potentiellement réguler 
l’expression des gènes ATF2-dépendants à deux niveaux : i) directement sur le gène cible par 
l’intermédiaire de son activité transactivatrice (flèche noire). ii) En régulant le recrutement de 
cofacteurs comme les HATs ou le relargage de HDAC3/JDP2 (flèches bleues)

 
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indispensables pour la fonction biologique de ce facteur. Les cellules dérivées de ces souris 
sont donc un choix judicieux pour vérifier la dépendance des gènes cibles de la carence en 
leucine vis-à-vis d’ATF2 et pouvoir comparer ces résultats avec ceux déjà obtenus dans les 
cellules ATF2-/-. Ce modèle cellulaire pourrait faire également l’objet d’études 
trancriptomiques permettant d’isoler de nouveaux gènes modèles dépendants de la 
phosphorylation d’ATF2 afin de bien dissocier le rôle de ce facteur et de sa voie signalisation 
par rapport à celui de la voie mGCN2/ATF4 dans la réponse à une limitation en acides 
aminés. 
1.3. Rôle des phosphatases d’ATF2 
Dans la littérature, aucune phosphatase n’a encore été identifiée comme étant capable de 
déphosphoryler la protéine ATF2. La régulation négative de l’activité de ce facteur a été 
uniquement démontrée par sa dégradation protéasome-dépendante (Bhoumik et al, 2007). 
Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure un rôle de phosphatases ciblant ATF2 dans notre 
modèle d’étude. Pour les identifier, seule une approche globale par banque de siRNA ou 
shRNA dirigés contre les phosphatases est possible. Ce type de matériel permet de cibler plus 
de 260 gènes codant chacun pour une protéine décrite dans la littérature comme ayant une 
activité phosphatase. La transfection de ce type de banque permettrait de déterminer 
rapidement et efficacement les protéines responsables de la déphosphorylation d’ATF2 et des 
kinases en amont au cours d’une carence en leucine. En revanche, ce type d’approche est 
conditionnée par la mise au point d’un crible permettant de mesurer rapidement et facilement 
l’activité d’ATF2. Or les gènes modèles strictement dépendants de la phosphorylation 
d’ATF2 ne sont pas encore identifiés. Le seul crible disponible aujourd’hui est l’étude de la 
phosphorylation de ce facteur en réponse à une carence en acides amines, et ne permet donc 
pas une analyse simple des données. Ainsi, en l’état actuel des connaissances, nous ne 
pouvons donc pas faire de ce projet une priorité. 
2. Régulation du module MAPK en réponse à une carence 
en acides aminés 
2.1. Rôle de JNK1 
Les résultats présentés dans la publication ont permis de démontrer que JNK2 est la kinase 
responsable de la phosphorylation d’ATF2 en réponse à une carence en leucine. Toutefois, 
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nos résultats montrent également que les transfections avec le siRNA dirigé contre JNK1 
affectent légèrement cette phosphorylation en réponse à une carence en leucine. On peut tout 
de même emettre l’hypothèse que cette kinase puisse également jouer un rôle secondaire. 
Toutefois, dans les études fonctionnelles présentées dans la partie Résultat, le ˝knock-down˝ 
de JNK2 est le seul (comparé à celui de JNK1) à affecter la transcription AARE-dépendante 
d’ATF3 ou de CHOP. Ces résultats indiquent bien que seule l’isoforme JNK2 joue un rôle 
dans la réponse à la carence en acides aminés. 
2.2. Activation de JNK2 
L’activation de cette famille des kinases JNK est induite par leur double phosphorylation 
obligatoire sur les résidus thr183 et tyr185 par les MAP2K : MKK4 ou MKK7 (Raman et al, 
2007). Nos travaux ont notamment démontré que MKK7 était responsable de l’activation de 
JNK2 et que la cinétique de phosphorylation de cette MAPK corrélait parfaitement avec celle 
d’ATF2 en réponse à une carence en leucine. Toutefois, l’anticorps utilisé pour cette 
expérience ne reconnaît que le résidu phospho-tyr185. On peut donc s’interroger sur l’état de 
phosphorylation du résidu thr183 en réponse à la limitation en leucine. D’autant plus, Lawler 
et al. (Lawler et al, 1998) ainsi que Tournier et al. (Tournier et al, 2001) ont montré que 
MKK7 phosphoryle plus favorablement les résidus thréonines alors que MKK4 aurait une 
affinité plus forte pour les résidus tyrosines. L’activation maximale de JNK2 pourrait donc 
être due à une coopération entre ces MAP2K au cours d’une carence en leucine. Toutefois, 
plusieurs arguments vont en faveur d’un rôle spécifique de MKK7 dans l’activation de JNK2 : 
i) il a été montré que MKK7, seule, peut activer JNK (Foltz et al, 1998) ii) dans notre modèle, 
le ˝knock-down˝ de MKK7, uniquement, abolit complètement la phosphorylation d’ATF2 et 
de JNK. Cependant, l’utilisation d’un anticorps spécifique de la forme phosphorylée de la 
thréonine 183 permettrait de répondre à cette question. 
2.3. Protéines régulatrices du module MAPK 
a) Régulation du module par les phosphatases 
La voie de signalisation aboutissant à la phosphorylation d’ATF2 requière l’activation de 
plusieurs intermédiaires par cascade de phosphorylation. L’un des éléments de cette cascade 
est le module MAPK constitué de MEKK1>MKK7>JNK2. Selon la littérature, ce type de 
module est régulé par l’action de phosphatases. L’expression de ces protéines est souvent 
induite par le même stimulus activant la kinase correspondante afin de mettre en place un 
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rétrocontrôle négatif. Nous n’avons pas entrepris de travaux sur l’identification des 
phosphatases mises en jeu pour réguler le module MAPK au cours d’une carence en leucine. 
Cependant, les analyses transcriptomiques déjà réalisées au laboratoire peuvent indiquer des 
pistes de recherche. Parmi les gènes induits par la carence en leucine, nous avons mis en 
évidence l’augmentation de l’expression du gène DUSP16 (Figure 67) (Deval et al, 2009). 
Cette induction, observée dans les profils de messagers issus de cellules ATF4 +/+ et -/-, est le 
résultat de l’augmentation de la stabilité du messager. Or DUSP16 (aussi appelée MKP7) est 
une phosphatase connue pour réguler la déphosphorylation des SAPKs voire spécifiquement 
celle de JNK (Teng et al, 2007) Il serait intéressant d’étudier le rôle de cette phosphatase sur 
la régulation du module MAPK dans le cadre d’une carence en leucine. Des études de 
˝phosphatase assays˝ et de surexpression ou d’invalidation de DUSP16 dans un contexte de 
carence en leucine sont donc envisagées.  
b) Régulation du module par les protéines adaptatrices 
Le module MAPK nécessite la mise en place de protéines d’échafaudage afin de faciliter la 
cascade de phosphorylation. Ces protéines sont donc également des régulateurs essentiels de 
la transmission du signal. Nous n’avons pas encore entrepris de travaux permettant 
l’identification de ces protéines. De plus, le niveau d’expression de celles-ci n’est pas régulé 
au niveau transcriptionnel (Dard & Peter, 2006). Nous devons donc envisager une approche 
ciblé pour identifier les protéines susceptibles de jouer ce rôle dans le module 
MEKK1>MKK7>JNK2 en réponse à la carence en leucine. Parmi les protéines candidates, 
nous pouvons citer les JIPs ou la -arrestin 2, spécifiques des kinases JNKs. Nous pouvons 
donc examiner l’impact de l’invalidation spécifique de chacune d’entre elles sur la 
phosphorylation d’ATF2 en réponse à une carence en acides aminés. De plus, la régulation 
des protéines d’échafaudage se fait par l’intermédiaire de phénomènes de phosphorylations, 
ubiquitinations, oligomérisations ou translocation nucléaire (Dard & Peter, 2006). Une étude 
des modifications post-traductionnelle de la protéine d’échafaudage d’intérêt peut également 
être considérée. 
Figure 67: Analyse de l’expression de la phosphatase DUSP16 au cours d’une carence en 
acides aminés. A) Une carence en leucine de 6 heures provoque l’augmentation de 
l’expression de la phosphatase DUSP16. Cette induction est mGCN2-indépendante B) Si la 
quantité d’ARNm mature de DUSP16 augmente en réponse à une carence en leucine de 4 et 6 
heures, celle des pré-ARNm ne varie pas. Ceci suggère que cette réponse est essentiellement 
due à une stabilisation du messager de cette phosphatase au cours de la privation en acides 
aminés (extrait de Deval C. et al., 2009).
 94 
3. Eléments activateurs du module MAPK au cours d’une 
carence en acides aminés 
3.1. Rôles des GTPases Rac1 et Cdc42 
Le module MAPK impliqué dans la phosphorylation d’ATF2 est contrôlé par deux GTPases 
Rac1 et Cdc42. Nos résultats suggèrent des fonctions redondantes de ces deux GTPases dans 
l’activation de la voie G12/ATF2. Cet aspect a déjà été décrit dans de nombreuses 
publications traitant de leurs rôles dans l’activation plaquettaires, la régulation de la formation 
du cytosquelette et du trafic vésiculaire (Frank et al, 2006; Kurokawa et al, 2004). 
Ces deux protéines ont été particulièrement étudiées pour leurs rôles dans la régulation de la 
réorganisation du cytosquelette (pour revue (Heasman & Ridley, 2008)). Ces données de la 
littérature peuvent être mises en regard avec nos précédentes analyses transcriptomiques. 
Celles-ci ont mis en évidence que de nombreux gènes induits par la carence en acides et 
impliqués dans la réorganisation du cytosquelette. Parmi ceux-ci, la zyxin a déjà été décrite 
comme pouvant être régulée par Rac1 et Cdc42 (Castellano et al, 1999; Tufvesson & 
Westergren-Thorsson, 2003). Toutefois, ces données de puces à ADN doivent être confirmées 
par analyses de qPCR. Par la suite, des mesures de l’expression de la zyxin, et d’autres gènes, 
pourraient être envisagées dans les cellules knock-down pour Rac1 et Cdc42, carencée ou non 
en leucine. 
 
De plus, il est clairement démontré dans la littérature qu’une carence en acides aminés 
provoque la mise en place de mécanismes autophagiques afin de palier à la privation de ce 
type de nutriments (pour revue  (Chang et al, 2009)). Or, récemment, l’équipe de SJ. Lee a 
montré que la voie Rac1/MKK7/JNK, trois intermédiaires communs à la voie G12/ATF2, 
était nécessaire pour la mise en place de l’autophagie induite par l’oncogène V-Ras. Dans ce 
même contexte, ce groupe démontre que cette voie permet l’induction de l’expression de 
Atg5, protéine impliquée dans la formation de vacuoles autophagiques (Byun et al, 2009). On 
peut alors émettre l’hypothèse que, en réponse à la carence en acides aminés, l’activation de 
cette même voie participe à l’instauration de ces phénomènes autophagiques afin de 
compenser la carence en acide aminés. 
Afin de vérifier cela, nous envisageons d’évaluer l’induction des gènes marqueurs de la mise 
en place des mécanismes d’autophagie comme Atg5, dans les cellules knock-down pour 
Rac1. 
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3.2. Identification des partenaires de G12 
a) Sous-unités G et G 
Le dernier élément régulateur identifié de cette nouvelle voie est G12. Cette protéine fait 
partie de la famille des protéines GTPases liées à la surface interne de la membrane cellulaire 
et forme un hétérotrimère avec deux autres sous-unités G et G. A l’état basal, les protéines 
G sont constitutivement fixées à une molécule de GDP. Dans ce cas, le dimère G inhibe la 
libération spontanée de GDP. On parle alors d’activité GDI (Guanine nucleotide Dissociation 
Inhibitor) de G vis-à-vis de G. Les protéines G et G sont donc des régulateurs 
importants de la transduction du signal. Dans notre modèle de carence en leucine, il est donc 
important de déterminer les isoformes de ces protéines et ainsi préciser notre schéma de 
régulation de la voie G12/ATF2 par la privation en acides amines. Chez l’homme, cinq sous-
unités G et douze sous-unités G ont été identifiées (Tableau 10) (Schwindinger & 
Robishaw, 2001). Parmi elles, certaines ont une expression tissulaire très restreintes (G1, 
G5) et ne sont donc pas de bons candidats pour notre étude. Egalement, plusieurs d’entre 
elles sont connues pour moduler l’activité de certaines MAPKs. Ainsi l’isoforme G4 a été 
démontrée comme activateur de la voie PI3K/Raf-1/ERK1/2 en réponse au traitement à la 
dihydrotestostérone (DHT) (Zagar et al, 2004). Le dimère G12 est impliqué dans 
l’activation des SAPKs (p38 et JNK) en réponse aux UV et est essentiel pour l’induction 
transcriptionnelle de CHOP et c-Jun au cours de ce même stimulus (Seo et al, 2002). Des 
expériences d’invalidation ou de surexpression des ces protéines G pourraient être réalisées 
dans un contexte de carence en leucine afin de vérifier si elles jouent un rôle dans l’induction 
de la voie G12/ATF2. 
b) Guanine exchange Factors (GEFs)  
Les Guanine Exchange Factors (GEFs) sont une autre classe de protéines régulatrices des 
sous-unités G. A l’état basal, G, sous sa forme inactive, est couplée à une molécule de 
GDP. Lors de l’activation d’un récepteur couplé aux protéines G, celui-ci adopte un 
changement de conformation facilitant l’échange du GDP par un GTP (Figure 68). Ceci 
provoque alors la dissociation du trimère G. Le chargement de G par du GTP est assuré 
par les protéines GEFs et va permettre la phosphorylation de GTPases en aval (Sikorski & 
Buratowski, 2009).  
Dans le cas d’une carence en leucine, nous avons montré que la protéine G12 induisait la 
voie de signalisation via les GTPases Cdc42+Rac1. Afin d’activer ces deux protéines, G12 
Tableau 10: Protéines G et G et leurs localisations tissulaires chez l’homme. Chez 
l’homme, seulement 5 protéines G et 12 G ont été identifiées. Ces protéines ont également 
des répartitions tissulaires différentes  (d’après Schwindinger W.F. et Robishaw J.D., 2001).
Figure 68: Rôle des Guanine Exchange Factors (GEFs) dans la régulation de l’activité de 
la sous-unité G. Lors de l’activation d’un RCPG, le changement de conformation du 
récepteur induit l’échange de GDP pour du GTP au niveau de la sous-unité G. Cette étape est 
assurée par les GEFs. La terminaison du signal se fait par l’intermédiaire des GAPs, chargées 
d’hydrolyser le GTP. 7TM-Receptor : Récepteurs à 7 domaines transmembranaires (d’après 
Siderovski D.P. et Willard F.S., 2005).
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doit être rechargée en GTP par l’intermédiaire d’un GEF. La famille des RhoGEF a été la plus 
étudiée. Trois protéines de cette famille sont connues pour interagir avec G12 et/ou G13 : 
p115RhoGEF, PDZ-RhoGEF et LARG et réguler positivement leurs activités. Ces 3 facteurs 
ont la particularité d’avoir un domaine spécifique RGS (Regulator of G-protein Signaling) 
leur permettant d’interagir directement avec G12/13 (Figure 69) (Bhattacharyya et al, 2009) 
(Tanabe et al, 2004). De plus, les protéines LARG et PDZ-RhoGEF semblent plus impliquée 
dans la régulation de l’activité de G12 (Sternweis et al, 2007). On peut envisager d’invalider 
spécifiquement chacune de ces protéines et regarder l’impact de ce traitement sur la 
phosphorylation de JNK2 et d’ATF2. 
Bien que ces différentes protéines soient des régulateurs potentiels importants de la voie 
G12/ATF2, nous avons fait une priorité d’identifier le récepteur membranaire en amont de 
cette protéine G. La méthodologie envisagée est décrite dans la partie suivante. 
3.3. Identification du récepteur membranaire 
Le récepteur à l’origine de cette voie de signalisation reste à déterminer et est une priorité de 
recherche au sein du laboratoire. Le fait que G12 soit impliquée dans cette voie nous oriente 
sur un récepteur couplé aux protéines G (RCPG), la principale difficulté de ce travail est de 
trouver le récepteur d’intérêt dans la plus grande famille de protéines membranaires (Figure 
70). En effet, on considère actuellement que le génome humain comporte 853 gènes codant 
chacun pour un RCPG. Parmi eux, 478 codent pour un récepteur impliqué dans la 
˝chémosensation˝ (récepteur olfactif ou du gout) et 375 peuvent avoir de multiple ligands 
comme les amines biogénique (ex : histamine), acides aminés, peptides, nucléotides ou 
lipides. Nombre d’entre eux (environ 120) n’ont pas de ligand connu et sont donc qualifiés 
˝d’orphelins˝ (Oh et al, 2006). A cela, s’ajoute un second degré de complexité au niveau de la 
fonctionnalité de ces récepteurs. En effet, 60 RCPG sont décrits comme ayant une activité 
constitutive (indépendamment de la fixation d’un ligand) (Seifert & Wenzel-Seifert, 2002). 
Enfin, il est désormais acquis qu’un RCPG n’agit pas en tant que monomère. Cette famille de 
récepteur peut s’associer avec d’autres membres des RCPG et/ou d’autre classes de protéines 
pour former un dimère voire un oligomère et activer de multiples voie de signalisation (Chung 
et al, 2008; Iismaa et al, 2006). Ceci suppose que plusieurs récepteurs pourraient être 
impliqués dans la réponse à la carence en acides aminés. 
Notre seul crible pourrait être de sélectionner les récepteurs connus pour être couplés à la 
protéine G12. Tout d’abord, pour beaucoup de RCPG, la protéine G qui leur est associée 
n’est pas encore déterminée. De plus, un même récepteur peut recruter différentes protéines 
Figure 69: Structures protéiques des RhoGEFs : p115-RhoGEF, LARG et PDZ-RhoGEF.
Ces 3 protéines possèdent entre autres un domaine commun : le domaine RGS qui leurs 
permettent d’interagir spécifiquement avec les protéines G12/13. Le domaine DH (Dbl
Homology) permet de lier le GTP et les GTPases de la famille des Rho (par exemple : Cdc42 
ou Rac1) alors que le domaine PH (Pleckstrin Homology domain) permet la localisation 
cellulaire du GEF. Le segement PDZ uniquement présent pour LARG et PDZ-RhoGEF serait 
impliqué dans la liaison entre le GEF et les récepteurs couplé aux protéines G (extrait de 
Tanabe et al., 2004).
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Figure 70: Identification du récepteur couplé à la protéine G12 et activé au cours d’une 
carence en leucine.
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type de G en fonction du ligand et du type cellulaire dans lequel il est activé (Dalrymple et 
al, 2008; Tobin et al, 2008). Il est difficile d’envisager une approche ciblée d’invalidation 
génique, seule une approche globale pourra être pertinente, notamment par l’intermédiaire 
d’une banque dirigée contre les RCPG. Comme expliqué en partie 1.1.3, ce type d’approche 
nécessite le développement d’un crible permettant de mesurer facilement l’activité d’ATF2 et 
qui n’est pas encore disponible. 
Au laboratoire, nous avons fait le choix d’une alternative à cette technique, en développant 
des outils cellulaires par génétique fonctionnelle. Ainsi, nous avons sélectionné des cellules 
capables de se développer dans un milieu très appauvri en acides aminés. Les premières 
analyses réalisées sur les clones sélectionnés (clones –AAr) ont montré une phosphorylation 
basale d’ATF2 plus forte que dans les cellules parentales (Figure 71). De plus, ces cellules 
conservent leurs capacités de réponse à la carence totale en leucine. Les analyses 
transcriptomiques réalisées sur ces cellules -AAr ont permis d’identifier plusieurs RCPG 
surexprimés à l’état basal. Il est prévu de réaliser une invalidation spécifique par siRNA de 
chacun d’entre eux afin de vérifier si la phosphorylation d’ATF2 est affectée en réponse à une 
carence en leucine. Par la suite, des expériences de surexpression du RCPG d’intérêt ou 
d’invalidation du gène seront à envisager.  
4. Autres cibles et rôle de la voie G12/ATF2 dans la 
régulation des fonctions physiologiques 
Après avoir identifié cette nouvelle voie de signalisation, il est nécessaire de la valider in vivo 
mais également de pouvoir déterminer les fonctions physiologiques qu’elle régule. Du fait de 
la complexité des voies MAPK, mais également des protéines en amont, la signalisation 
initiée par G12 peut contrôler de nombreuses autres cibles (autre qu’ATF2). L’identification 
de celles-ci ainsi que les fonctions physiologiques quelles régulent en réponse à l’activation 
du récepteur couplé à G12 par une carence en acides aminés est également une priorité du 
laboratoire. Nous avons proposé plusieurs expériences afin de répondre à ces questions. 
4.1. Activité de la voie G12/ATF2 in vivo 
Si la confirmation de l’activation et du rôle physiologique de la voie mGCN2/ATF4 a été déjà 
démontré in vivo, aucune donnée n’est encore disponible concernant le rôle de la voie 
G12/ATF2. Il est donc important de valider les résultats présentés dans la publication sur un 
modèle animal. Une expérience chez la souris consisterait à induire cette voie par un régime 
Figure 71: Analyse  de la phosphorylation d’ATF2 dans des clones cellulaires résistants à
un milieu appauvris en acides aminés (-AAr). Les cellules –AAr1 et 2 présentent une 
phosphorylation constitutive d’ATF2 comparativement aux cellules parentales. En revanche, 
elles conservent leurs capacités à sur-induire cette phosphorylation en réponse à une carence 
totale en leucine de 4 heures.
Leucine 4 heures + - + - + -
Clone 
–AAr1 
Cellules 
parentales
Clone 
–AAr2 
P-Thr71 ATF2
ATF2 total
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carencé en leucine (utilisé en routine au laboratoire). Les phosphorylations de JNK2 et 
d’ATF2 pourront être étudiées par western blot sur les organes cibles (foie, cerveau). 
Néanmoins, la prise d’un repas déclenche une libération d’hormones (et en particulier 
l’insuline) pouvant également induire la phosphorylation d’ATF2 et pourrait interférer avec 
celle induite spécifiquement par la carence en leucine. Dans ce cas, nous pouvons également 
prévoir de focaliser notre étude au niveau de l’AARE de CHOP et ATF3 par la technique de 
ChIP dirigée contre phospho-ATF2. 
En revanche, la validation in vivo de la voie G12/ATF2 à l’aide de souris transgénique est 
prématurée en l’état. En effet, seules les souris G12-/-, MEKK1-/- et JNK2-/- sont viables 
(mortalité embryonnaire pour les animaux MKK7-/-, Rac1-/- ou Cdc42-/-) (Chen et al, 2000; 
Glogauer et al, 2003; Gu et al, 2002; Tournier et al, 2001; Yang et al, 1998b; Yujiri et al, 
2000). De, plus ces protéines sont impliquées dans de multiples fonctions. Il sera donc 
difficile de dissocier les conséquences propres d’une carence en leucine vis-à-vis des effets 
pléiotropiques intrinsèques aux différents KO. Il serait plus judicieux d’identifier tout d’abord 
in vitro le récepteur activant la voie G12/ATF2 puis de procéder à l’invalidation de celui-ci 
chez la souris. A partir de ce modèle, nous pourrons déterminer les phénotypes du knock-out 
et étudier sa réponse à une carence nutritionnelle en leucine. De plus, des analyses haut-débits 
(transcriptomiques, protéomiques ou métabolomiques) seront réalisées et croisées avec les 
résultats déjà obtenus chez les souris KO pour mGCN2. Cet outil pourrait permettre de mettre 
en lumière de nouvelles voies de signalisation activées par ce récepteur.  
4.2. Autres voies de signalisation initiées par G12 en réponse à une 
carence en acides aminés 
La voie de signalisation G12/ATF2 est activée par une limitation en leucine. Ceci implique 
qu’elle régule l’expression des gènes impliqués dans la réponse et/ou l’adaptation cellulaire à 
une carence en acides aminés. Parmi ces gènes, nombre d’entre eux contrôle le métabolisme 
azoté. Cependant, l’initiation de la voie au niveau G12 peut diverger sur d’autres cibles 
protéiques (Figure 72). De même, chacun des intermédiaires de la voie G12/ATF2 peut 
activer de nouvelles signalisations parallèles à G12/ATF2, en réponse à une privation en 
leucine. Il est alors possible que cette même carence régule également d’autres grandes 
fonctions physiologiques. Dans un premier temps, les études transcriptomiques des cellules 
ATF2 A/A (forme non phosphorylable d’ATF2) vont permettre de déterminer les sous-
groupes de gènes régulés par la carence en acides aminés et dépendants de la phosphorylation 
d’ATF2. La même expérience peut également être réalisée dans un modèle cellulaire invalidé 
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Figure 72: Hypothèse de travail dans la détermination de voies de signalisation parallèles 
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pour JNK2 ou pour chacun des éléments de la voie G12/ATF2. Toutefois, l’activateur le plus 
en amont de ces voies potentielles sera le RCPG couplé à G12. Leurs identifications 
pourront donc être possibles qu’après avoir déterminé puis invalidé le recepteur couplé à cette 
protéine G. 
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CONCLUSION GENERALE 
 
Les résultats obtenus au cours de cette thèse ont permis de déterminer une voie de 
signalisation activée par la carence en acides aminés. Cette voie G12/ATF2 régule la 
phosphorylation d’ATF2 au niveau de ces résidus activateurs (thréonines 69 et 71) et joue un 
rôle important dans la régulation de la transcription des gènes ATF2-dépendants ATF3 et 
CHOP. En revanche, plusieurs questions subsistent vis-à-vis de la fonction de cette 
phosphorylation dans un contexte de privation en acides aminés ainsi que les fonctions 
physiologiques qu’elle régule. Enfin, les régulateurs de la voie G12/ATF2 et surtout le 
senseur de cette voie restent à déterminer. Ceci a permis d’ouvrir de nouvelles perspectives de 
recherche au sein du laboratoire. 
De plus, il n’est pas exclu que d’autres voies de signalisation soient également activées en 
réponse à la carence en leucine. En effet, les travaux de Guo et al. (Guo & Cavener, 2007) 
montrent que mGCN2 protège de l’augmentation de la lipogenèse induite in vivo par une 
carence en leucine. Les auteurs rapportent également que ce phénotype est indépendant du 
facteur ATF4. Ceci suggère donc que d’autres facteurs de transcription sont activés en 
réponse à une privation en acides aminés.  
Enfin, il sera important d'évaluer précisément quels sont les tissus directement touchés par 
une carence alimentaire en acides aminés, et de confirmer in vivo la présence des mécanismes 
identifiés jusqu'ici en culture cellulaire afin de valider définitivement notre modèle. Ceci 
permettra également de déterminer de nouveau gènes cibles régulés par les acides aminés et 
de pouvoir établir un lien entre le métabolisme protéique et d’autres fonctions physiologiques 
(régulation du métabolisme, de la croissance, de l'appétit…) ou physiopathologiques. 
L'approfondissement de ces connaissances pourra participer à la définition d'une nutrition 
préventive afin de comprendre et de lutter contre certains dérèglements métaboliques. 
 

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Amino acid limitation regulates the expression of genes
involved in several specific biological processes through
GCN2-dependent and GCN2-independent pathways
Christiane Deval, Ce´dric Chaveroux, Anne-Catherine Maurin, Yoan Cherasse, Laurent Parry, Vale´rie
Carraro, Dragan Milenkovic, Marc Ferrara, Alain Bruhat, Ce´line Jousse and Pierre Fafournoux
Unite´ de Nutrition Humaine, Equipe Ge´nes-Nutriments, Saint Gene`s Champanelle, France
In mammals, amino acids exhibit two important char-
acteristics: (a) nine amino acids are essential for health
in adult humans, and (b) amino acids are not stored,
which means that essential amino acids must be
obtained from the diet. Consequently, amino acid
homeostasis may be altered in response to malnutrition
[1,2] with two major consequences: (a) a large varia-
tion in blood amino acid concentrations, and (b) a
negative nitrogen balance. In these situations, individu-
als must adjust several physiological functions involved
in the defense ⁄ adaptation response to amino acid limi-
tation. For example, after feeding on an amino acid-
imbalanced diet, an omnivorous animal recognizes the
amino acid deficiency and subsequently develops a
taste aversion [3]. It has been shown that the mecha-
nism underlying the recognition of protein quality acts
through the sensing of free circulating amino acids
resulting from the intestinal digestion of proteins [4,5].
Another example of the detection of the lack of an
amino acid is metabolic adaptation to cope with epi-
sodes of protein malnutrition. In these circumstances,
amino acid availability regulates fatty acid homeostasis
in the liver during the deprivation of an essential
amino acid [6]. These examples demonstrate that
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Evidence has accumulated that amino acids play an important role in con-
trolling gene expression. Nevertheless, two components of the amino acid
control of gene expression are not yet completely understood in mammals:
(a) the target genes and biological processes regulated by amino acid avail-
ability, and (b) the signaling pathways that mediate the amino acid
response. Using large-scale analysis of gene expression, the objective of this
study was to gain a better understanding of the control of gene expression
by amino acid limitation. We found that a 6 h period of leucine starvation
regulated the expression of a specific set of genes: 420 genes were up-regu-
lated by more than 1.8-fold and 311 genes were down-regulated. These
genes were involved in the control of several biological processes, such as
amino acid metabolism, lipid metabolism and signal regulation. Using
GCN2) ⁄) cells and rapamycin treatment, we checked for the role of
mGCN2 and mTORC1 kinases in this regulation. We found that (a) the
GCN2 pathway was the major, but not unique, signaling pathway involved
in the up- and down-regulation of gene expression in response to amino
acid starvation, and (b) that rapamycin regulates the expression of a set of
genes that only partially overlaps with the set of genes regulated by leucine
starvation.
Abbreviations
ARE, A ⁄U-rich element; aRNA, amplified RNA; Asns, asparagine synthetase; ATF4, activating transcription factor 4; CAT-1, cationic amino
acid transporter-1; Chop, CCAAT ⁄ enhancer binding protein homologous protein; Cy, cyanine; Dusp16, dual specificity phosphatase 16; Egr1,
early growth response 1; GO, gene ontology; Hmgcs1, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1; Idi1, isopentenyl-diphosphate delta
isomerase 1; Ifrd1, interferon-related developmental regulator 1; MEF, mouse embryonic fibroblast; Ndgr1, N-myc downstream-regulated
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mammals regulate several physiological functions to
adapt their metabolism to the amino acid supply. It
has been shown that nutritional and metabolic signals
play an important role in controlling gene expression
and physiological functions. However, currently, the
mechanisms involved in this process are not completely
understood in mammals [7].
Conversely, in prokaryotes and lower eukaryotes,
the regulation of gene expression in response to
changes in the nutritional environment has been well
documented. For example, the regulation of gene
expression in response to amino acid availability has
been studied extensively in yeast [8]. The GCN2 and
TOR kinases sense the intracellular concentration of
amino acids. In addition, yeast cells possess an amino
acid sensing system, localized at the plasma membrane,
that transduces information regarding the presence of
extracellular amino acids [9,10]. In addition to these
general control processes, yeast uses three specific con-
trol processes, whereby a subset of genes is coordi-
nately induced by starvation of the cell for one single
amino acid [11].
In mammals, our knowledge of the regulation of gene
expression by amino acid availability is more limited.
Investigations at the molecular level have thus far
focused only on the translational control of cationic
amino acid transporter-1 (CAT-1) expression [12,13]
and the transcriptional regulation of asparagine synthe-
tase (Asns) [14] and CCAAT ⁄ enhancer binding protein
homologous protein (Chop) [15] (for a review, see
[7,16]). Chop and Asns gene transcription is regulated
by a cis-element located in the promoter of these genes,
which is known as the amino acid response element
[14,17]. The signaling pathway responsible for this regu-
lation involves the kinase GCN2, which is activated by
free tRNA accumulation during amino acid starvation
[7,18]. Once activated, GCN2 phosphorylates the trans-
lation initiation factor, eukaryotic initiation factor 2a,
thereby impairing the synthesis of the 43S preinitiation
complex and thus strongly inhibiting translation initia-
tion. Under these circumstances, activating transcrip-
tion factor 4 (ATF4) is translationally up-regulated as a
result of the presence of upstream ORFs in the 5¢-UTR
of its mRNA [19,20]. ATF4 then binds the amino acid
response element and induces the expression of target
genes [18,21,22]. It has also been shown that mTORC1
inhibition by amino acid starvation affects gene expres-
sion, but the molecular mechanisms involved in this
process have not been described [23].
Two components of the amino acid control of gene
expression are not yet completely understood in mam-
mals: (a) the genes and biological processes regulated
by amino acid availability, and (b) the signaling path-
ways that mediate the amino acid response. In this
study, using transcriptional profiling, we identified a
set of genes regulated by amino acid depletion. We
also showed that the GCN2 pathway is the major, but
not unique, signaling pathway involved in the up- and
down-regulation of gene expression in response to
amino acid starvation.
Results
Amino acid starvation triggers changes in gene
expression
In order to identify amino acid-regulated genes, mouse
embryonic fibroblast (MEF) cells were starved of leu-
cine. A 6 h incubation was chosen in order to capture
rapid changes in gene expression in response to amino
acid deficiency. Labeled probes synthesized from cellu-
lar mRNA were hybridized to oligonucleotide micro-
arrays capable of detecting the expression of about
25 000 different mouse genes and expressed sequence
tags. We found that about 85% of the genes repre-
sented on the microarray were expressed in MEF cells.
We considered that a gene was expressed when its cor-
responding spot gave a measured signal threefold
higher than the background in the control medium.
We then measured the effect of amino acid depletion
on gene expression. The results are given as the induc-
tion ratio between the expression levels measured in
amino acid-deficient medium versus the control
medium.
In wild-type MEF cells (GCN2+ ⁄+), 731 genes
were regulated by leucine starvation: 420 genes were
up-regulated by more than 1.8-fold and 311 genes were
down-regulated by more than 1.8-fold (Fig. 1 and
Table S1). These genes were classified into functional
categories according to the gene ontology (GO) anno-
tation (Table 1). This analysis revealed that the up-reg-
ulated genes belonged to GO categories such as the
regulation of transcription, defense response, transport
and signal transduction. The down-regulated genes
were involved in lipid metabolic processes, regulation
of transcription, signal transduction and carbohydrate
metabolic processes. These results suggest that amino
acid shortage could regulate specific physiological
functions.
The expression of a set of genes is regulated by
amino acid starvation independent of the GCN2
pathway
In mammals, the GCN2 pathway is the only mecha-
nism described at the molecular level that is involved
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in the regulation of gene expression in response to
amino acid starvation. However, comparison of the
regulatory mechanisms involved in the control of gene
expression by amino acid availability between yeast
and mammals suggests that one or more control pro-
cesses other than the GCN2 pathway could be
involved in mammalian cells (see introduction). To
address this question, we used MEF cells either
expressing or not expressing GCN2 (GCN2+ ⁄+ and
GCN2) ⁄) cells).
In GCN2) ⁄) cells, 108 genes were regulated by
amino acid starvation: 88 genes were induced and 20
genes were repressed by more than 1.8-fold in response
to amino acid starvation (Fig. 1 and Table S1). Focus-
ing on the effect of GCN2, we considered that a gene
was GCN2 dependent when it was not regulated in
GCN2) ⁄) cells, and GCN2 independent when more
than 75% of its induction (or repression) in response
to amino acid starvation was maintained in GCN2) ⁄)
cells. A gene was considered to be partially GCN2
dependent if its induction ratio was decreased but
remained higher than 1.8-fold in GCN2) ⁄) cells.
Among the genes regulated by amino acid starvation,
61% were GCN2 dependent, 18% were GCN2 inde-
pendent and 21% were partially GCN2 dependent
(Table S1). As the GCN2 pathway regulates gene
expression via transcription factor ATF4, we deter-
mined the ATF4 dependence of a few GCN2-depen-
dent genes [Chop, Asns, tribbles homolog 3 (Trb3)
and system A transporter 2]. Our results showed that
these genes were no longer regulated by amino acid
starvation in ATF4) ⁄) cells (data not shown), suggest-
ing that GCN2-dependent regulation of these genes
was accomplished via the function of ATF4. Taken
together, these results demonstrate that the GCN2
pathway is the major, but not unique, mechanism
involved in the amino acid control of gene expression
in mammals.
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Fig. 1. Global behavior of gene expression on leucine starvation in
GCN2+ ⁄+ and GCN2) ⁄ ) MEF cells. The number of genes exhibit-
ing changes in their expression level after 6 h of leucine starvation.
Filled bars, expression level increased by more than 1.8-fold;
hatched bars, expression level decreased by more than 1.8-fold.
The details of the experiment are given in Table S1.
Table 1. Distribution of leucine starvation-responding mRNA cate-
gorized across GO biological processes. For each GO term, the
number of genes up- or down-regulated in response to amino acid
starvation is given.
Ontology ID Ontology terms
Up
regulated
genes
Down
regulated
genes
GO: 0045449 Regulation of transcription 49 19
GO: 0006952 Defense response 41 8
GO: 0006810 Transport 25 14
GO: 0007145 Signal transduction 23 19
GO: 0006412 Translation 20 9
GO: 0008283 Cell proliferation 17 4
GO: 0006508 Proteolysis 16 9
GO: 0016310 Phosphorylation 14 16
GO: 0006418 tRNA aminoacylation for
protein translation
11 2
GO: 0006629 Lipid metabolic process 10 25
GO: 0006915 Apoptosis 9 7
GO: 0006139 Nucleoside, nucleotide
and nucleic acid
metabolic
process
8 2
GO: 0008652 Amino acid biosynthetic
process
6 1
GO: 0007010 Cytoskeleton organization
and biogenesis
6 5
GO: 0005975 Carbohydrate metabolic
process
5 8
GO: 0006464 Protein modification
process
5 8
GO: 0006865 Amino acid transport 5 2
GO: 0006457 Protein folding 4 6
GO: 0006371 mRNA splicing 3 1
GO: 0016072 rRNA metabolic process 5 3
GO: 0007155 Cell adhesion 2 7
GO: 0006397 Pre-mRNA processing 2 0
GO: 0007154 Cell communication 2 0
GO: 0006259 DNA metabolic process 2 1
GO: 0022008 Neurogenesis 2 2
GO: 0001525 Angiogenesis 1 2
GO: 0051726 Regulation of cell cycle 1 3
GO: 0006333 Chromatin assembly ⁄
disassembly
1 2
GO: 0006732 Coenzyme metabolic
process
1 2
GO: 0006260 DNA replication 0 2
GO: 0006069 Glycolysis 0 5
GO: 0006936 Muscle contraction 0 2
Other 12 13
Biological process
unclassified (EST
and Riken)
112 102
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We measured the enrichment of the amino acid-
responding genes in both cell lines, and the results are
shown in Table 2. It is noticeable that the biological
processes regulated by amino acid starvation in
GCN2) ⁄) cells differed clearly from those regulated in
wild-type cells. For example, the genes involved in
amino acid metabolism were not regulated by amino
acid starvation in GCN2) ⁄) cells, whereas enrichment
for the genes involved in cholesterol biosynthesis pro-
cesses remained high in these cells. These results dem-
onstrate that GCN2 may be involved in the regulation
of particular physiological functions (such as amino
acid metabolism) when there is insufficient amino acid
availability.
Validation of the microarray results
As a genome-wide analysis over a time course would
have been very laborious, we chose a 6 h incubation
period to perform these studies. This time window was
chosen to: (a) avoid secondary effects of amino acid
starvation, and (b) to measure gene expression accu-
rately. We performed a kinetic analysis of the expres-
sion of four genes previously identified [24] as
belonging to different biological processes (Fig. 2A).
mRNA levels of early growth response 1 (Egr1) and
N-myc downstream-regulated gene 1 (Ndgr1) were
up-regulated in response to leucine starvation and
increased as a function of time. Isopentenyl-diphos-
phate delta isomerase 1 (Idi1) and 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-CoA synthase 1 (Hmgcs1) mRNA contents
were down-regulated. The progressive change in the
mRNA contents of these genes shows that the regula-
tory mechanisms activated by leucine starvation are
turned on rapidly after amino acid removal (about
2–4 h). It also suggests that the regulation of gene
expression by leucine limitation is not caused by a sec-
ondary effect of amino acid starvation. These data
reinforce the choice of a 6 h time window to perform
microarray analysis.
In order to confirm the data obtained using micro-
arrays, we measured the expression of eight genes
regulated by amino acid starvation using quantitative
RT-PCR. We selected genes that were either repressed
(Hmgcs1) by amino acid starvation or induced by
amino acid starvation in a GCN2-dependent [Asns,
Table 2. Enrichment of the amino acid-regulated genes according to the biological process in which they are involved. Enrichment was
determined using FATIGO software. (A) and (B) show the significantly enriched GO categories calculated from GCN2+ ⁄+ and GCN2) ⁄ ) cells,
respectively. In (B), the GO terms already present in (A) are not shown. For each cell line, only the most relevant and non-redundant terms
were reported. The FatiGO level is indicated for each GO category. A given GO category was considered to be significantly enriched when
its enrichment was higher than 1.8 and P < 0.05 (indicated in bold). The enrichment for a given GO category was computed as the ratio of
the distribution of the amino acid-regulated genes* versus the distribution of the genes spotted onto the microarray**. *Percentage of the
representation of one GO term among all the amino acid-regulated genes. **Percentage of the representation of one GO term among all
the genes present on the micro-array.
Ontology ID Ontology terms
GO
level
Gcn2+ ⁄+
enrichment
Gcn2+ ⁄+
P value
Gcn2) ⁄ )
enrichment
Gcn2) ⁄ )
P value
A
GO: 0009070 Serine family amino acid biosynthetic process 8 15 3.39e-02 0 1
GO: 0006695 Cholesterol biosynthetic process 9 8.5 2.20e-02 13.2 4.23e-01
GO: 0006418 tRNA aminoacylation for protein translation 9 6.3 1.12e-04 2.1 1
GO: 0007005 Mitochondrion organization and biogenesis 5 6.3 2.44e-02 15.9 1.31e-01
GO: 0006469 Negative regulation of protein kinase avtivity 8 4.8 3.76e-02 12.5 5.00e-02
G0: 0051094 Positive regulation of developmental process 5 4.6 4.45e-02 10.3 2.23e-01
GO: 0044262 Main pathways of carbohydrate metabolic
process
6 4.3 1.45e-02 6.7 4.04e-01
GO: 0006006 Glucose metabolic process 8 3.8 2.47e-02 3.5 1
GO: 0008285 Negative regulation of cell proliferation 6 3.4 2.85e-02 5.1 5.68e-01
GO: 0000074 Regulation of progression through cell cycle 6 2.7 1.12e-04 3.9 1.30e-01
GO: 0006955 Immune response 4 2.3 1.45e-02 2.3 1.45e-02
GO: 0009887 Organ morphogenesis 6 2.1 2.60e-02 3.0 3.55e-01
GO: 0043067 Regulation of programmed cell death 8 2.0 1.45e-02 2.0 1
G0: 0006915 Apoptosis 8 1.8 1.68e-02 2.6 2.15e-01
B
GO: 0006950 Response to stress 3 1.7 5.51e-02 3.8 1.91e-02
GO: 0030154 Cell differentiation 4 1.6 1.56e-03 2.6 1.91e-02
GO: 0050789 Regulation of biological process 3 1.3 2.42e-02 1.9 7.72e-03
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sequestosome 1 (Sqstm1), interferon-related develop-
mental regulator 1 (Ifrd1)], partially GCN2-indepen-
dent (Egr1, Trb3, Chop) or GCN2-independent (dual
specificity phosphatase 16, Dusp16) manner. Figure 2B
shows that the quantitative RT-PCR data are in good
agreement with the data presented in Table S1, thus
demonstrating the validity of the microarray exp-
eriments.
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Fig. 2. Induction by amino acid starvation of
selected genes. (A) Time course analysis of
the mRNA content of Egr1, Ndgr1, Idi1 and
Hmgcs1 in response to leucine starvation.
The gene expression level was quantified by
quantitative RT-PCR. The results are given
as fold changes. (B) GCN2+ ⁄+ and
GCN2) ⁄ ) MEF cells were incubated for 6 h
in either control medium or medium starved
of leucine. RNA was then extracted and the
gene expression levels were quantified by
quantitative RT-PCR. Oligonucleotide
sequences are given in Materials and meth-
ods. Two independent experiments were
performed. Trb3, Chop and Egr1 belong to
the ‘regulation of transcription’ biological
process. Hmgsc1, Asns, Sqstm1, Ifrd1 and
Dusp16 are associated with a lipid metabolic
process, amino acid biosynthetic process,
defense response, neurogenesis and phos-
phorylation biological process, respectively.
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The mechanisms regulating GCN2-independent
gene expression by amino acid starvation involve
both transcriptional and post-transcriptional
regulation
It has been documented that the induction by amino
acid starvation of Chop, Atf3 or Cat-1 [15,25,26]
involves regulation at the level of transcription and
mRNA stability. The molecular mechanisms involved
in the regulation of GCN2-independent genes are not
understood. We investigated the role of transcription
in the amino acid regulation of three genes that were
either not or only partially regulated by the GCN2
pathway. To investigate the changes in the transcrip-
tion rate of one gene, the level of unspliced pre-
mRNA was measured. Given that introns are rapidly
removed from heterogeneous nuclear RNA during
splicing, this procedure is considered to be a means of
measuring transcription [27,28]. Quantitative RT-PCR
analysis with specific primers spanning an intron–exon
junction was used to amplify a transient intermediate
of the mRNA, whereas primers located in two differ-
ent exons were used to amplify the mature mRNA.
We chose to study the regulation of chemokine (C-X-
C motif) ligand 10 (Cxcl10), Egr1 (partially GCN2
independent) and Dusp16 (GCN2 independent)
because the structures of these genes were known. In
order to avoid any interference with the GCN2 path-
way, we performed this experiment in GCN2) ⁄)
cells.
Figure 3 shows that both the pre-mRNA and
mature mRNA of Egr1 and Cxcl10 are similarly regu-
lated by amino acid starvation, suggesting that the reg-
ulation occurs mainly at the transcriptional level. By
contrast, the amount of pre-mRNA of Dusp16 is not
affected by amino acid starvation, but the amount of
mature transcript is increased. These results suggest
that the Dusp16 transcript is probably regulated at a
post-transcriptional level, such as mRNA stabilization,
splicing or nucleocytoplasmic transport. These results
show that the mechanisms responsible for the amino
acid regulation of gene expression in GCN2) ⁄) cells
involve both transcription and ⁄or mRNA stabilization
and ⁄or processing. However, we cannot exclude the
possibility that regulatory processes, such as mRNA
stabilization or processing, may also be regulated by
the GCN2 pathway.
Rapamycin triggers changes in gene expression
In addition to GCN2, cells possess another amino
acid-sensitive regulatory pathway, mTORC1, which is
inhibited by amino acid starvation. In order to address
the relative contribution of mTORC1 to the control of
gene expression, we used MEF cells (GCN2+ ⁄+ cells)
to generate transcriptional profiles in response to rapa-
mycin treatment (TORC1 inhibitor). For this experi-
ment, the RNG microarrays were no longer available,
and so the experiment was performed using Operon
microarrays.
Cells were incubated for 6 h in a medium containing
50 nm rapamycin; the RNA was extracted and ana-
lyzed as described in Materials and methods. It was
found that 622 genes were regulated by rapamycin
treatment: 444 genes were up-regulated by more than
1.8-fold, and 178 genes were down-regulated by more
than 1.8-fold (Fig. 4A and Table S2). These genes were
classified into functional categories according to GO
annotation (Fig. 4B). This analysis revealed that the
up- and down-regulated genes belonged to GO cate-
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Fig. 3. Regulation of unspliced mRNA of
CxCl10, Dusp16 and Egr1 in response to
amino acid starvation. GCN2) ⁄ ) cells were
incubated for 4 and 6 h in either a control
medium or a medium devoid of leucine.
Quantitative RT-PCR analyses were per-
formed using specific primers in order to
detect both primary transcripts and mature
mRNA (see Materials and methods for
details). Three independent experiments
were performed.
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gories such as regulation of transcription, transport
and signal transduction.
A comparison of the transcriptional profile induced
by rapamycin and amino acid deprivation revealed
that only 20 genes were regulated by both treatments
(Table S3). Rapamycin treatment and amino acid star-
vation had similar effects on the expression of 12 genes
and opposite effects on the regulation of eight genes.
These results suggest that rapamycin inhibition of
TORC1 modifies the expression of a set of genes that
only partially overlaps with the set of genes regulated
by amino acid deprivation.
Discussion
There is growing evidence that amino acids play an
important role in controlling gene expression. Using
transcriptional profiling, the objective of this work was
to gain a better understanding of the amino acid con-
trol of gene expression. As our aim was to study the
effects of short-term amino acid starvation, our experi-
mental protocol was designed to avoid the long-term
and secondary effects of amino acid starvation.
Our data demonstrate that a 6 h amino acid starva-
tion regulates the expression of a specific set of genes:
of the 25 000 genes spotted onto the microarray,
0.55% were up-regulated and 0.4% were down-regu-
lated in fibroblasts (> 1.8-fold). The expression levels
of the vast majority of genes (about 99%) remained
unaffected by amino acid starvation.
The mechanisms involved in the up-regulation of
gene expression by amino acid starvation in mammals
have been partially identified. Conversely, the signaling
pathways involved in the down-regulation of gene
expression remain unknown. The low percentage
(0.4%) of genes down-regulated by amino acid limita-
tion suggests that specific regulatory mechanisms are
involved. Our results clearly show that GCN2 is
involved in this process, at least for a certain set of
genes. The simplest hypothesis to explain the role of
this pathway is that GCN2 regulates ATF4, which, in
turn, negatively regulates transcription via the cAMP
response element, as shown in human enkephalin pro-
moter and other genes [29]. Another possibility may be
that a gene induced by the GCN2 ⁄ATF4 pathway
could, in turn, inhibit gene expression. Further experi-
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Fig. 4. Global behavior of gene expression
on rapamycin treatment in MEF cells. (A)
Number of genes exhibiting changes in their
expression level after 6 h of rapamycin
treatment (50 nM). Filled bars, expression
level increased by more than 1.8-fold;
hatched bars, expression level decreased by
more than 1.8-fold. The details of the experi-
ment are given in Table S2. (B) Distribution
of the rapamycin-responding mRNAs cate-
gorized across GO biological processes.
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ments are required to understand the molecular mech-
anisms involved in the down-regulation of gene expres-
sion by amino acid limitation.
Our data demonstrate that, in addition to the
GCN2 pathway, other signaling mechanisms are
involved in the control of gene expression (up and
down) in response to amino acid limitation. The down-
stream molecular mechanisms involved in this process
could require transcriptional regulation and ⁄or stabil-
ization of mRNA. This latter mechanism has been
described for the amino acid-dependent regulation of
several genes, including Chop, Atf3, Cat-1 and insulin-
like growth factor binding protein 1 (Igfbp1), making
it possible that amino acid availability may affect a
mechanism regulating transcript stability of a larger set
of genes [15,25,26,30,31]. Based on an analysis of the
literature, the regulation of mRNA half-life has mainly
been studied by focusing on the A ⁄U-rich element
(ARE) instability determinant of certain mRNAs. In
particular, there has been much discussion of a link
between ARE-dependent mRNA degradation and the
inhibition of protein synthesis [31,32]. However, the
universality of such a translation-coupled ARE-medi-
ated decay has been discussed and remains unclear
[33,34]. The most plausible hypothesis to explain
mRNA stability would be that many factors contribute
to these multistep processes, including the metabolic
conditions of the cell, nature of the stimulus, RNA
binding factors and the sequence of the target mRNA
[35].
Another amino acid sensing mechanism involves
mTORC1. Therefore, it is tempting to speculate that
the mTORC1 pathway could be involved in the
GCN2-independent regulation of gene expression. Our
results show that rapamycin, an inhibitor of mTORC1,
regulates the expression of a set of genes almost as
large as the set of genes regulated by amino acid depri-
vation (622 versus 731 genes). However, only 12 genes
are regulated by both rapamycin and amino acid star-
vation, whereas both of these stimuli are known to
inhibit mTORC1. Several hypotheses could explain
these results: (a) rapamycin may regulate gene expres-
sion through an mTORC1-independent mechanism, or
(b) amino acid deprivation may not inhibit mTORC1
activity as much as the inhibition caused by rapamy-
cin, and therefore may not regulate gene expression to
the same extent. We cannot exclude the possibility that
different extents of inhibition of mTORC1 signaling
could account for the induction of distinct sets of
genes.
Recently, Peng et al. [23] have shown that the tran-
scriptional profile induced by rapamycin exhibits some
similarities to that induced by leucine deprivation.
However, rapamycin and amino acid starvation had
opposite effects on the expression of a large group of
genes involved in the synthesis, transport and use of
amino acids. The experimental procedures may explain
the discrepancy between our results and those obtained
by Peng et al. [23]. Indeed, we focused our studies on
short-term amino acid starvation and rapamycin treat-
ment, whereas Peng et al. used longer treatment peri-
ods (12 and 24 h); moreover, the experimental
conditions (cellular model and rapamycin treatment)
were different. Taken together, these results demon-
strate that rapamycin and amino acid deprivation do
not regulate the same pattern of genes, suggesting that
the mTORC1 and GCN2 pathways do not regulate
the same physiological functions. In addition, it is clear
that the cellular context and treatment conditions are
also important factors in the regulation of gene expres-
sion by amino acid starvation and ⁄or rapamycin [24].
Further investigations are needed to understand the
role of mTORC1 kinase in the regulation of gene
expression by amino acid availability.
The enrichment of amino acid-regulated genes
according to their biological processes reveals that
amino acid limitation regulates groups of genes that
are involved in amino acid and protein metabolism,
lipid and carbohydrate metabolism and various pro-
cesses related to the stress response. These adaptive
responses enable the cell to become accustomed to low
amino acid availability. It is conceivable that, in vivo,
animals modulate their metabolism in order to adapt
to a diet partially or totally devoid of a given essential
amino acid.
Our data suggest that the GCN2 pathway is directly
involved in the regulation of amino acid and protein
metabolism, as many of the genes involved in these
processes are not regulated in GCN2) ⁄) cells. These
results are in good agreement with those of Harding
et al. [18], who showed that the transcription factor
ATF4 (downstream of GCN2) regulates the transport
and metabolism of amino acids. Taken together, these
results demonstrate that amino acids can regulate their
own metabolism as a function of their availability.
In this process, GCN2 is the sensor for amino acid
limitation.
A previous study has shown that amino acid starva-
tion can regulate lipid metabolism [6]. Our results rein-
force these data, as they show that amino acid
starvation affects the expression of genes involved in
various biological processes related to lipids and ⁄or
energetic processes. In addition, data from Cavener’s
group clearly show that GCN2 is involved in the
amino acid regulation of lipid metabolism (mainly
lipogenesis). Our data suggest that amino acid starva-
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tion may also control lipid metabolism through a
GCN2-independent process. Indeed, in GCN2) ⁄)
cells, a number of genes involved in carbohydrate or
lipid metabolism (particularly in cholesterol bio-
synthetic processes) are regulated by amino acid star-
vation.
Further investigations are necessary to determine the
relevance of the amino acid regulation of the genes
involved in carbohydrate and lipid metabolism. In par-
ticular, the regulatory role of amino acids should be
addressed in tissues and cells involved in metabolic
processes (liver, adipose tissue, muscle), and the
GCN2-independent pathway(s) controlled by amino
acid availability, as well as the regulated metabolic
processes, should be identified.
The idea that amino acids can regulate gene expres-
sion is now well established. However, further work is
needed to understand the molecular steps by which the
cellular concentration of an individual amino acid can
regulate gene expression. The molecular basis of gene
regulation by dietary protein intake is an important
field of research for studying the regulation of the
physiological functions of individuals living under con-
ditions of restricted or excessive food intake.
Materials and methods
Cell cultures and treatment conditions
GCN2+ ⁄+ and GCN2) ⁄) MEF cells were kindly pro-
vided by D. Ron (New York University, NY, USA). For
amino acid starvation experiments, cells were starved of
leucine. F12 ⁄DMEM without amino acids was used. The
medium was supplemented with individual amino acids at
the concentration of the control medium. In all experiments
involving amino acid starvation, dialyzed serum was used.
RNA extraction
Total RNA was prepared using the RNeasy total RNA
Mini kit (Qiagen France, Les Ulis, France). RNA concen-
tration and integrity were assessed using the Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Massy, France). High-
quality RNAs with an A260 ⁄A280 ratio above 1.9 and intact
ribosomal 28S and 18S bands were utilized for microarray
experiments and real-time RT-PCR.
Oligo microarray
A mouse oligonucleotide microarray containing 25 000
genes and expressed sequence tags were used to profile the
change in gene expression of different cultured cells starved
of essential amino acids. Microarray chips were obtained
from RNG (Re´seau National des Ge´nopoles, Every,
France). For rapamycin microarray experiments, mouse Op
Arrays (Operon Biotechnologies GmbH BioCampus
Cologne, Cologne, Germany) were used.
RNA labeling and hybridization
For microarray experiments, 1 lg of total RNA from each
sample was amplified by a MessageAmp RNA Kit (Ambion,
Austin, TX, USA) according to the manufacturer’s instruc-
tions. RNAs from cells cultured in complete medium were
labeled with cyanine-3 (Cy3), and RNAs from cells cul-
tured in starved medium were labeled with Cy5. Three
micrograms of each Cy3- and Cy5-labeled amplified RNA
(aRNA) were fragmented with Agilent aRNA fragmenta-
tion buffer and made up in Agilent hybridization buffer.
Labeled aRNAs were then hybridized to a mouse pan-
genomic microarray at 60 !C for 17 h. Microarrays were
washed and then scanned with an Affymetrix 428 scanner
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) at a resolution of
10 lm using appropriate gains on the photomultiplier to
obtain the highest signal without saturation.
Microarray analysis
The signal and background intensity values for the Cy3 and
Cy5 channels from each spot were obtained using
imagene 6.0 (Biodiscovery, El Segundo, CA, USA). Data
were filtered using Imagene ‘empty spots’ to remove from the
analysis genes that were too weakly expressed. After base-2
logarithmic transformation, data were corrected for system-
atic dye bias by Lowess normalization using genesight 4.1
software (Biodiscovery) and controlled by M–A plot repre-
sentation. Statistical analyses were performed using free
r 2.1 software. The log ratios between the two conditions
(with two independent experiments conducted for each cell
line) were analyzed using a standard Student’s t-test to detect
differentially expressed genes. P values were adjusted using
the Bonferroni correction for multiple testing to eliminate
false positives. Differences were considered to be significant
at adjusted P < 0.01 and a cut-off ratio of > 1.8 or < 0.55
to identify genes differentially expressed by amino acid star-
vation. All the genes given in the figures and Supporting
Information (using GCN2+ ⁄+ cells) were regulated with a
fold change of greater than (±)1.8 in all independent experi-
ments. The genes that were found to be regulated in only one
experiment were not taken into account. This occurred
mainly for genes either having an induction ratio close to 1.8
or expressed at a low basal level.
These genes were then classified according to their bio-
logical process ontology determined from the QuickGO
gene ontology browser [QuickGO GO Browser (online
database), European Bioinformatics Institute, available
from: http://www.ebi.ac.uk/ego/].
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Enrichment rate calculation
To calculate the enrichment rate and to determine the func-
tional interpretation of the data, we analysed the regulated
genes with fatigo software from the Babelomics suite web tool
(http://www.babelomics.org) [36]. fatigo software calculates
the distribution of GO terms for biological processes between
the regulated genes obtained from microarray experiments and
the RNG microarray gene lists. The enrichment is computed as
the percentage of changed genes divided by the percentage of
total genes in the chip in one GO term.
Analysis of gene expression using quantitative
RT-PCR
Real-time quantitative PCR was performed as described
previously [37]. Each analysis was normalized with b-actin.
The primers used for quantitative RT-PCR were as listed
in Table 3.
Table 3. Primers used for quantitative RT-PCR.
Primer (5¢- to 3¢)
Ddit3 (Chop) forward, CCTAGCTTGGCTGACAGAGG;
reverse, CTGCTCCTTCTCCTTCATGC
Asns forward, TACAACCACAAGGCGCTACA;
reverse, AAGGGCCTGACTCCATAGGT
Trb3 forward, CAGGAAGAACCGTTGGAGTT;
reverse, TTGCTCTCGTTCCAAAAGGA
Actb forward, AAGGAAGGCTGGAAAAGAGC
reverse, TACAGCTTCACCACCACAGC
Hmgcs1 forward, TTTGATGCAGGTGTTTGAGG
reverse, CCACCTGTAGGTCTGGCA
Sqstm1 forward, CCTTGCCCTACAGCTGAGTC
reverse, CTTGTCTTCTGTGCCTGTGC
Ifrd1 forward, GTTTGAATTGGCCAGAGGAA
reverse, TCTGTTGGAAAATCCCGTTC
Cxcl10 forward, CCCACGTGTTGAGATCATTG
reverse, GAGGAACAGCAGAGAGCCTC
Cxcl10
pre-mRNA
forward, AGCAGAGGAAAATGCACCAG
reverse, CACCTGGGTAAAGGGGAGTGA
Dusp16 forward, GCTCCGCCACTATTGCTATT
reverse, AGGTGCAGCAGCTTCAGTTT
Dusp16
pre-mRNA
forward, CAGTGCTGGAATTGTACGTGA
reverse, AGTCCATGAGTTGGCCCATA
Egr1 forward, CCTATGAGCACCTGACCACA
reverse, AGGCCACTGACTAGGCTGAA
Egr1
pre-mRNA
forward, GAGCAGGTCCAGGAACATTG
reverse, GGGATAACTCGTCTCCACCA
Ndrg1 forward, ACCTGCTACAACCCCCTCTT
reverse, TGCCAATGACACTCTTGAGC
Idi1 forward, GGGCTGACCAAGAAAAAC
reverse, TCGCCTGGGTTACTTAATGG
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Available online 25 July 2008AbstractThere is a growing body of evidence that suggests that amino acids play an important role in controlling gene expression, but the cell
specificity of the amino-acid-mediated regulation of gene expression in mammals remains unknown. Using a model of muscle cells (C2C12) at
two stages of differentiation, i.e. myoblasts and myotubes, we employed transcriptional profiling to show that amino-acid deficiency does not
regulate the same set of gene in differentiated and non-differentiated cells. Furthermore, in myotubes, the GCN2 pathway is not activated by
amino-acid starvation due to an amino-acid supply from intracellular proteolysis associated with a low GCN2 expression.
 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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All mammalian cells regulate gene expression in response
to changes in the external environment, such as nutrient
availability. Amino-acid availability can, for example, regulate
transcription, translation, and mRNA stability. Investigations
at the molecular level have thus far focused only on trans-
lational control of CAT-1 expression [1,2] and transcriptional
regulation of CHOP [3] and Asparagine Synthetase (ASNS)
[4] (see Refs. [5,6] for review). CHOP and ASNS gene tran-
scription is regulated by a cis-element located in the promoter
of these genes that is known as Amino Acid Response Element
(AARE) [4,7]. The signaling pathway responsible for this
regulation involves the kinase GCN2, which is activated by
free tRNA accumulation during amino-acid starvation [8,9].
Once activated, GCN2 phosphorylates the translation initiation
factor eIF2a (eukaryotic initiation factor 2 alpha), thereby* Corresponding author. Tel.: þ33 4 73 62 45 62; fax: þ33 4 73 62 47 55.
E-mail address: fpierre@clermont.inra.fr (P. Fafournoux).
0300-9084/$ - see front matter  2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biochi.2008.07.004impairing the synthesis of the 43S preinitiation complex and
thus strongly inhibiting translation initiation. Under these
circumstances, the transcription factor ATF4 is translationally
upregulated due to the presence of uORFs in the 50UTR of its
mRNA [10,11]. ATF4 then binds the AARE and induces the
expression of target genes [12,13].
One aspect of the amino-acid control of gene expression
that is not known in mammals is the cell specificity of this
regulation. Indeed, the majority of the mechanistic studies
have been performed on non-differentiated cells. The present
study addressed the regulation of gene expression by amino-
acid limitation in both differentiated and non-differentiated
cells. We used a model of muscle cells at two stages of
differentiation, i.e. myoblasts and myotubes. We have chosen
muscle because this tissue is highly sensitive to circulating
amino acids in which they regulate protein synthesis through
a pathway that involves GCN2 and mTOR protein kinases
[14]. However, the role of the GCN2 kinase in the control of
gene expression has not yet been addressed in muscle. We
used the C2C12 myoblasts cell line that differentiates rapidly
in an adequate medium to form contractile myotubes and
1717C. Deval et al. / Biochimie 90 (2008) 1716e1721produces characteristic muscle proteins. Our results demon-
strate that the GCN2 pathway regulates gene expression in
myoblasts. However, GCN2 is not activated by amino-acid
starvation in myotubes due to an amino-acid supply from
intracellular proteolysis.
2. Materials and methods2.1. Cells cultures and treatment conditionsThe C2C12 mouse muscle cell lines were from ATCC. The
C2C12 cells were cultured as previously described [15]. For
amino-acid starvation experiments, an F12/DMEM without
amino acids was used. The medium was supplemented with
individual non-essential amino acids at the concentration of
the control medium. In all experiments involving amino-acid
starvation, dialyzed serum was used.2.2. RNA extractionTotal RNA was prepared using the RNeasy total RNA Mini
kit (Qiagen). RNA concentration and integrity were assessed
using the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Massy, France). High quality RNAs with A260/A280 ratio
over 1.9 and intact ribosomal 28S and 18S bands were utilized
for microarray experiments and real-time RT-PCR.2.3. Oligo microarraysMouse oligonucleotide microarrays containing 25,000
genes and expressed sequence tags were used to profile change
in gene expression of different cultured cells starved with
essential amino acids. Microarray chips were obtained from
RNG (Re´seau National des Ge´nopoles, France).2.4. RNA labeling and hybridizationFor microarray experiments, 1 mg of total RNA from each
sample was amplified by MessageAmp RNA Kit (Ambion,
Austin, TX, USA) according to manufacturer’s instructions.
RNAs from cells cultured in complete medium were labeled
with Cy3, and RNAs from starved medium were labeled with
Cy5. Three micrograms of each Cy3 and Cy5-labeled aRNA
(amplified RNA) were fragmented with the Agilent aRNA
fragmentation buffer and made up in Agilent hybridization
buffer. Labeled aRNAs were then hybridized to mouse pan
genomic microarrays at 60 C for 17 h. Microarrays were
washed and then scanned with an Affimetrix 428 scanner
(Affimetrix, Santa Clara, CA) at 10-mm resolution using
appropriate gains on the photomultiplier (PMT) to obtain the
highest signal without saturation.2.5. Microarray analysisThe signal and background intensity values for the Cy3 and
Cy5 channels of each spot were obtained using Imagene 6.0
(Biodiscovery). Data were filtered using Imagene ‘‘emptyspots’’ to remove genes from the analysis that were too weakly
expressed. After base-2 log transformation, data were cor-
rected for systematic dye bias by Lowess normalization using
GeneSight 4.1 software (Biodiscovery) and controlled by Me
A plot representation. Statistical analyses were performed
using free R 2.1 software. The log ratios between the two
conditions (with two independent experiments conducted for
each cell line) were analyzed with a standard Student’s t test to
detect differentially expressed genes. P values were adjusted
using the Bonferroni correction for multiple testing to elimi-
nate false positives. Differences were considered significant at
adjusted p< 0.01 and a cut-off ratio of >1.5 and <0.5 to
identify genes differentially expressed by amino-acid starva-
tion. Two independent experiments were performed.2.6. Analysis of gene expression using
quantitative RT-PCRReal-time quantitative PCR was performed as previously
described [16]. Each analysis was normalized with beta-Actin
or GAPDH mRNA.
Primers used for quantitative RT-PCR: Chop: (forward, 50-
cctagcttggctgacagagg-30; reverse, 50-ctgctccttctccttcatgc-30).
Egr1: (forward, 50-gagttatcccagccaaacga-30; reverse, 50-agg
cagaggaagacgatgaa-30). EIF2ak4 (Gcn2): (forward, 50-
aacttccgagatcccaacatcg-30; reverse, 50-cggtaggccttcccatctat-
30). Gapdh: (forward, 50-gggattgctctcaatgacaa-30; reverse, 50-
tgtgagggagatgctcagtg-30). Fbn: (forward, 50-ccaactgttccccaaa
catct-30; reverse, 50-aggtctcacaaccaccgttc-30). Klf4: (forward,
50-gcagtcacaagtcccctctc-30; reverse, 50-ctgtgtgagttcgcaggtgt-
30). Sqstm1: (forward, 50-ccttgccctacagctgagtc-30; reverse, 50-
cttgtcttctgtgcctgtgc-30). Idi1: (forward, 50-gggctgacaccaa
gaaaaac-30; reverse, 50-tcgcctgggttacttaatgg-30).2.7. Immunoblot analysisProtein was extracted in RIPA buffer and western blot were
performed as previously published [15]. Phospho-eIF2a
(ser51) was from epitomics (Cat#1090-1), eIF2a antibody and
GCN2 antibody from Santa Cruz technology (Sc-11386 and
SC-46338, respectively).
3. Results and discussion3.1. Amino-acid deficiency does not regulate the same set
of genes in myoblasts and myotubesTo identify the genes regulated by amino-acid starvation in
myoblasts and myotubes, we used a cDNA array-based
approach that allows large-scale analysis of gene expression.
Labeled probes synthesized from cellular mRNA were
hybridized to oligonucleotide microarrays capable of detecting
the expression of about 25,000 different mouse genes and
Expressed Sequence Tags (ESTs). Myoblasts and myotubes
were starved of all the essential amino acids except cysteine
and methionine, which were maintained in order to preserve
glutathione synthesis and prevent oxidative stress. The
Fig. 2. Induction of several amino-acid-regulated genes by amino-acid star-
vation in C2C12 myoblasts. Myoblasts cells were incubated either in control
medium or in medium starved in essential amino acids except cysteine and
methionine. RNA was then extracted and the mRNA content was measured by
qRT-PCR.
1718 C. Deval et al. / Biochimie 90 (2008) 1716e1721protocol chosen included a 6-h incubation period in order to
capture rapid changes in gene expression in response to
amino-acid deficiency. Among the genes represented on the
microarray, 75% were expressed in myoblasts and 65% in
myotubes when the cells were incubated in control medium
(a gene is considered as expressed when its expression level is
three-fold higher than background).
In myoblasts, 272 genes were regulated by amino-acid
starvation: 139 genes were more than 1.8-fold upregulated and
133 genes were more than 1.8-fold downregulated (Fig. 1 and
Supplementary data). The biological processes enriched by
amino-acid starvation (as assessed by FatiGO software)
include response to unfolded protein, translation, amino-acid
metabolism, and carboxylic acid metabolic processes (not
shown).
In order to confirm the data obtained using microarrays, we
measured the expression of four of the genes found to be
regulated by amino-acid starvation (Fbn1, Klf4, Sqstm1 and
Idi1) using quantitative RT-PCR (qRT-PCR). Fig. 2 shows that
the qRT-PCR data were in good agreement with the data
presented in Table S1, thus demonstrating the validity of the
microarrays experiments.
In myotubes, we identified only 11 genes more than 1.8-
fold upregulated and 7 genes more than 1.8-fold down-
regulated (Table S1). Previous experiments indicated that the
regulation of gene expression in response to amino-acid star-
vation was delayed in myotubes (data not shown). After
a longer period of amino-acid starvation (16 h), we found that
15 other genes were upregulated and 17 genes were down-
regulated (Fig. 1 and Supplementary data). Among the amino-
acid-regulated genes in myotubes, 4 were characterized as
participating in cytoskeleton organization and biogenesis. It
should be underlined that after amino-acid starvation, only 6
genes were upregulated in both myoblasts and myotubes
(Tmsb4x, Ppia, Mt1, Tpt1, Ubc and 2900073G15Rik).
These data suggest that myotubes are less responsive to
amino-acid starvation than myoblasts. The fact that the GCN2
pathway is the main regulatory mechanism activated byFig. 1. Global behavior of gene expression upon amino-acid starvation in
C2C12 myoblasts and myotubes. Number of genes exhibiting changes in their
expression level after 6 h of starvation in essential amino acids except cysteine
and methionine. Filled bars: expression level increased more than 1.8-fold;
hatched bars: expression level decreased more than 1.8-fold.amino-acid starvation suggested that this pathway may be
poorly activated in myotubes. Our results prompted us to study
the role of the GCN2 pathway in myoblasts and in myotubes.3.2. The GCN2 pathway is not activated by amino-acid
starvation in myotubesTo determine whether the amino-acid-dependent GCN2
pathway is activated in myoblasts and in myotubes, we
measured the phosphorylated form of eIF2a, which is the
product of GCN2 activity, in response to amino-acid starva-
tion. Fig. 3A shows that eIF2a was phosphorylated in response
to leucine starvation in myoblasts but not in myotubes. These
results show that the GCN2 pathway is not activated by
leucine starvation in myotubes.
The simplest hypothesis to explain the lack of eIF2a
phosphorylation would be that GCN2 is expressed at a lower
level in myotubes. As shown in Fig. 3B, we measured GCN2
protein and GCN2 mRNA expression levels by western blot
and qRT-PCR. Although GCN2 mRNA was expressed at the
same level in both cell lines, GCN2 protein expression was
weaker in myotubes than myoblasts. However, this difference
in expression levels appears to be too small (about 2-fold) to
explain the lack of the stimulation of eIF2a phosphorylation in
myotubes upon amino-acid starvation. A second hypothesis
could be that the intracellular pool of amino acids in myotubes
is not depleted enough by amino-acid starvation to activate
GCN2. Indeed, it was shown that during an acute decrease in
external amino-acid supply, efficient translation is ensured by
Fig. 3. Activity of the GCN2 pathway in differentiated and non-differentiated
C2C12 cells. A: Phosphorylation of eIF2a in response to leucine starvation.
Myotube and myoblasts were incubated either in a control medium or in
a medium devoid of leucine for the indicated period of time. The content of the
total and phosphorylated form of eIF2a was analyzed by western blot using
specific antibodies. B: The expression level of GCN2 was measured in both
myotubes and myoblasts. The mRNA encoding GCN2 and GAPDH were
measured by quantitative RT-PCR. The ratio GCN2/GAPDH is given. The
GCN2 protein was quantified by western blot using appropriate antibody. The
stained blot is given for normalization. Arrow indicates the molecular weight
of GCN2.
1719C. Deval et al. / Biochimie 90 (2008) 1716e1721proteasomal protein degradation [17]. As myotubes contain
large amounts of proteins (contractile proteins) compared to
myoblasts, it is reasonable to speculate that, in response to
amino-acid starvation, protein hydrolysis could provide
enough of the limiting amino acid to prevent GCN2 activation.Fig. 4. Effect of proteasome activity on the regulation of Chop and Egr1 by3.3. In myotubes, amino acid supply from intracellular
proteolysis prevents the response to amino-acid
starvationleucine starvation in myoblasts and myotubes. Cells were incubated for 2.5 h
either in control medium or in medium lacking leucine (eleu). During the
incubation period, MG132 (or vehicle) was added at the indicated concen-
tration. The expression levels of Chop, Egr1 and GAPDH were quantified by
qRT-PCR. GAPDH was used for normalization.To explore this hypothesis, we measured the activation of the
GCN2 pathway by leucine starvation in the presence of proteasome
inhibitor MG132. To reflect the activity of the GCN2 pathway, wemeasured the expression levels of two genes (Chop and Egr1)
upregulated in response to leucine starvation. However, it has been
previously shown that MG132 generates a stress of the endo-
plasmic reticulum (ER) and thus activates the ER-stress pathway
[18], which shares common elements with the GCN2 pathway [6].
Therefore, we chose one ER-stress-regulated gene (Chop) and one
non-ER stress-regulated gene (Egr1) (data not shown).
As illustrated in Fig. 4, in the absence of MG132, both Chop and
Egr1 were induced by leucine starvation in myoblasts but not in
myotubes. However, Chop and Egr1 were significantly upregulated
by leucine starvation in myotubes when in the presence of MG132
only. These results suggest that in starved myotubes, the protea-
somal degradation of pre-existing proteins provides enough amino
acids to prevent any regulatory mechanisms.
It should also be highlighted that MG132 increased the
baseline levels of CHOP mRNA in both myoblasts and myo-
tubes. It could be speculated that ER stress may be responsible
for the effect of MG132 on Chop expression in non-starved
cells, since Egr1 expression levels remained unaffected by
MG132 in both myoblasts and myotubes.
Taken together, these results suggest that the low GCN2
expression associated with an amino-acid supply from
1720 C. Deval et al. / Biochimie 90 (2008) 1716e1721intracellular proteolysis could contribute to the weak response
of the GCN2 pathway to amino-acid starvation in myotubes.
To validate definitively this conclusion, it would have been
useful to determine the intracellular amino-acid content under
starvation conditions in both myoblasts and myotubes.
Unfortunately, it was not technically possible to measure
accurately the intracellular amino acids concentration under
starved conditions. To circumvent this technical difficulty, we
measured the inhibition of protein synthesis in response to
amino-acid starvation in both cell lines. Protein synthesis was
determined by measuring the incorporation of radioactive
methionine as described in Talvas et al. [15]. A 2-h leucine
starvation inhibits protein synthesis by 30% in myoblasts and
only 13% in myotubes. Since protein synthesis is mainly
controlled by the amino-acid concentration, these results
suggest that the intracellular amino-acid concentration is
higher in myotubes than in myoblasts. These data are in good
agreement with the hypothesis that, in response to amino-acid
starvation, myotubes are less depleted than myoblasts.
In conclusion, our results show the importance of cellular
background in amino-acid-regulated gene expression. The
comparison between myoblasts and myotubes revealed that
the GCN2 pathway is poorly activated by amino-acid starva-
tion in myotubes. Our results suggest that a low expression of
GCN2 associated with amino-acid supply from intracellular
proteolysis could contribute to the non-activation of the GCN2
pathway by amino-acid starvation in myotubes. However, we
cannot exclude that additional mechanisms such as regulatory
partner(s) may be involved in this GCN2 inhibition in myo-
tubes. Recently, the IMPACT protein was described as
a GCN2 inhibitor [19]. We measured similar IMPACT mRNA
expression levels in both myoblasts and myotubes (data not
shown). This result does not favor a regulatory role of the
IMPACT protein. Nevertheless, we cannot rule out the exis-
tence of regulatory processes through other GCN2 partners or
through a post-translational regulation of GCN2 and/or
GCN2-associated proteins. For example, in yeast, it has been
shown that the TOR pathway inhibits GCN2 via phosphory-
lation of its Ser577 and thus maintains the repression of GCN4
and its target genes in the presence of an abundant nutrient
supply [20], but this kind of mechanism has not to date been
demonstrated in mammalian cells. An important challenge for
future work would be to understand the mechanisms involved
in GCN2 inactivation in certain cell lines such as myotubes.
Furthermore, our results show that few genes continue to be
regulated by amino-acid starvation in myotubes despite the
fact that GCN2 is not activated. These data suggest that amino
acids can regulate gene expression independently of the GCN2
pathway. Further study is needed in order to identify the
molecular mechanisms involved in this process.
Appendix A. Supplementary data
Supplementary data associated with this article can be
found in the online version, at doi:10.1016/j.biochi.2008.
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Edited by Ivan SadowskiAbstract The transcriptional activation of CHOP (C/EBP-
homologous protein) by amino acid deprivation involves ATF2
and ATF4 binding at the amino acid response element within
the promoter. In this report, we investigate the role of JDP2
(Jun Dimerization Protein 2) in the amino acid control of CHOP
transcription following amino acid starvation. Our results show
that JDP2 binds to the CHOP AARE in unstimulated cells
and that its binding decreases following amino acid starvation.
We demonstrate that JDP2 acts as a repressor and suggest that
it could be functionally associated with HDAC3 to inhibit
CHOP transcription.
 2008 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Federation of
European Biochemical Societies.
Keywords: JDP2; Amino acid response element; ATF2; CHOP1. Introduction
In mammals, plasma concentrations of amino acids are
markedly aﬀected by dietary or pathological conditions [1].
The amino acids are not only serving their role as metabolic
or protein synthetic precursors, but also as signal molecules
that reﬂect the nutritional status of the entire organism. One
of the many consequences of this amino acid-dependent signal
transduction, termed the amino acid response (AAR) pathway,
is a change in the transcription activity for speciﬁc genes [2]. At
the molecular level, most of the results have been obtained
studying the transcriptional regulation of Asparagine synthe-
tase (ASNS) and C/EBP homologous protein (CHOP) gene
expression in response to amino acid deprivation.
We have investigated amino acid-regulated transcription
from the human CHOP gene [3]. An amino acid response ele-
ment (AARE) is essential for the induction of CHOP tran-
scription by amino acid starvation and functions as anAbbreviations: AARE, amino acid response element; ASNS, aspara-
gine synthetase; ATF, activating transcription factor; bZIP, basic
leucine zipper; ChIP, chromatin immunoprecipitation; CHOP, C/EBP
homologous protein; JDP2, Jun dimerization protein 2; LUC, lucif-
erase; TSA, trichostatin A
*Corresponding authors. Fax: +33 4 73 62 47 55 (A. Bruhat,
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0014-5793/$34.00  2008 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Feder
doi:10.1016/j.febslet.2008.03.050enhancer element [4]. The 9 bp core sequence of the CHOP
AARE (5 0-ATTGCATCA-3 0) diﬀers by 2 bp from the AARE
within the ASNS gene [5]. Binding studies in vitro and in vivo
have revealed ATF2 and ATF4 bindings at the CHOP AARE
[4,6]. The expression of these factors was shown to be essential
for the transcriptional activation of CHOP by leucine starva-
tion [4,7]. While it is well establish that ATF4 is a master reg-
ulator of a number of amino acid-regulated gene transcription,
we have recently demonstrated that ATF2 is involved in pro-
moting the modiﬁcation of the chromatin structure to enhance
CHOP transcription [6].
It is now established that a multiprotein complex is bound to
the CHOP AARE including a number of regulatory proteins
such as ATF4, C/EBPb, TRB3, PCAF and ATF2 [8]. In a pre-
vious study, Jin et al. reported the identiﬁcation of Jun dimer-
ization protein 2 (JDP2) as an interacting partner of ATF2 [9].
JDP2 was initially identiﬁed on the basis of its ability to inter-
act speciﬁcally with c-Jun [10]. This basic leucine zipper (bZIP)
protein can dimerize with itself or with c-Jun, JunB, JunD or
ATF2 thereby inhibiting transactivation by jun, ATF2, and
C/EBPc [9]. JDP2 is considered as an AP1 repressor protein
and was reported to repress ATF2-mediated transcription by
recruiting histone deacetylase HDAC3 complex to the pro-
moter of the target gene [11]. JDP2 is involved in a variety
of transcriptional responses that are associated with AP-1 such
as UV-induced apoptosis [12], cell diﬀerentiation [13] and
tumorigenesis [14].
In the context of gene regulation by amino acid starvation,
the role of JDP2 remains to be demonstrated. In this report,
we show that JDP2 binds to the CHOP AARE in the control
medium and that its binding decreases following amino acid
starvation. We also demonstrate that JDP2 acts as a repressor
to inhibit the amino acid regulation of CHOP and suggest that
JDP2 could be functionally associated with HDAC3 to repress
CHOP transcription.2. Materials and methods
2.1. Plasmids
2X-CHOP-AARE-TK-LUC plasmid was generated as previously
described [4]. The expression plasmids for JDP2, C2-ATF2 and
ATF4 were generously provided by A. Aronheim (Rappaport Insti-
tute, Haifa, Israel), G. Thiel (Department of Medical Biochemistry
and Molecular Biology, Hombourg, Germany) and J.M. Mesnard
(Laboratoire Infections Retrovirales et Signalisation Cellulaire, Mont-
pellier, France). pBluescript (pBS)-ATF2 was a gift of W. Breitwieser
(Paterson Institute for Cancer Research, Manchester, UK).ation of European Biochemical Societies.
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HeLa cells were cultured at 37 C in Dulbeccos modiﬁed Eagles
medium F12 (DMEM F12) (Sigma) containing 10% fetal-bovine ser-
um. When indicated, DMEM F12 lacking leucine was used. In all
experiments involving amino acid starvation, 10% dialyzed calf serum
was used. ATF2 mutant mice were kindly given by W. Breitwieser
(Paterson Institute for Cancer Research) [15].
2.3. Transient transfection and luciferase assay
Cells were plated in 12 well-dishes and transfected by the calcium
phosphate coprecipitation method as described previously [4]. One
microgram of luciferase plasmid was transfected into the cells along
with 0.05 lg of pCMV-bGal, a plasmid carrying the bacterial b-galac-
tosidase gene fused to the human cytomegalovirus immediate-early en-
hancer/promoter region, as an internal control. Relative luciferase
activity was given as the ratio of relative luciferase unit/relative b-
Gal unit. All values are the means calculated from the results of at least
three independent experiments performed in triplicate.
2.4. Antibodies
The following antibodies were purchased from Santa Cruz Biotech-
nology Inc. (Santa Cruz, CA): ATF2 (sc-187), ATF4 (sc-200), HDAC3
(sc-1147). Anti-phospho-ATF2 (catalog no. 9221) was obtained from
Cell Signaling Technology (Beverly, MA). The HDAC1 (AM-0131)
and HDAC2 (AM-0132) antibodies were from LP BIO (Lake Placid,
NY). The JDP2 antibody was given by A. Aronheim (Rappaport Insti-
tute) [10].
2.5. SiRNA preparation and transfection
SiRNA corresponding to JDP2 mRNA (103019149 #) and to con-
trol (1027280 #) were from Qiagen. Transfection and experiments were
performed as described previously [8].
2.6. Analysis of gene expression using real time RT-PCR
Total RNA was prepared using a RNeasy mini kit (Qiagen). cDNA
was synthetized as described previously. PCR was carried out using a
LightCycler System (Roche) as described previously [6]. Each exper-
iment was repeated three times to conﬁrm the reproducibility of the re-
sults. Primers for human CHOP sequences: forward primer, 5 0-
cagaaccagcagaggtcaca-30; reverse primer, 5 0-agctgtgccactttcctttc-30.
To normalize for mRNA content, human b-actin mRNA was also
ampliﬁed with forward (5 0-ggacttcgagcaagagatgg-30) and reverse prim-
ers (5 0-agcactgtgttggcgtacag-3 0). Relative results were displayed in nan-
ograms of target gene per 100 ng of b-actin.AARE
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Fig. 1. Decrease in the JDP2 binding to CHOP AARE in response to
leucine starvation. (A) Scheme of the human CHOP gene indicating
the diﬀerent amplicons produced for the ChIP analysis: A (1678 to
1478), B (472 to 301) and C (+1163 to +1372). The AARE is
boxed in grey. (B) HeLa cells were incubated 1 h either in control
(+leu) or leucine-free medium (leu) and harvested. ChIP analysis was
performed as described under Section 2 using antibodies speciﬁc for
JDP2 (1 ll of antiserum), phospho-ATF2 (Thr-71) and ATF4 (5 lg)
and diﬀerent sets of primers to produce amplicon A, B or C.2.7. Gel mobility shift assays
A double-stranded DNA oligonucleotide containing the wild-type
CHOP AARE (5 0-aacattgcatcatccccgc-3 0) was radiolabelled using T4
polynucleotide kinase (Promega). In vitro transcription/translation of
pcDNA-JDP2, pBS-ATF2 and pCI-ATF4 was performed using the
TNT T7-coupled reticulocyte lysate system (Promega) according to
the manufacturers instructions. The in vitro translated proteins
(100 ng each) in various combinations were incubated in the binding
buﬀer (25 mM HEPES pH 7.9, 60 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 0.1 mM
EDTA, 0.75 mM DTT, 1 mM PMSF, 5% glycerol and 1 lg of poly(-
dI  dC)) for 10 min on ice. Fifty femtomoles of end-labelled DNA
oligonucleotide were then added and incubated for a further 10 min.
To test the eﬀect of speciﬁc antibodies, 1 ll of antiserum (JDP2) or
5 lg (ATF2 or ATF4) of antibody were added to the incubation mix-
ture on ice 1 h prior to the addition of the labelled probe. The samples
were loaded on a 4% non-denaturing polyacrylamide gel in 1 · TGE
buﬀer and the radioactive bands were visualized by using a Phosphor-
Imager and IMAGEQUANT software (Molecular Dynamics) as de-
scribed elsewhere [4].
2.8. Chromatin immunoprecipitation analysis (ChIP)
ChIP analysis was performed as described previously [6]. Real-time
quantitative PCR was performed by using a LightCycler (Roche) and a
SYBR-Green-I-containing PCR mix (Qiagen), following the recom-
mendations of the manufacturer. Primers used for human sequences:
hCHOP amplicon A, 5 0-gcagcctaaccaaagacctg-30 and 5 0-ggaggcaactt-
gaccaaaag-30; hCHOP amplicon B (AARE), 5 0-aagaggctcacgaccg-
acta-3 0 and 5 0-atgatgcaatgtttggcaac-3 0; hCHOP amplicon C, 5 0-agtgccacggagaaagctaa-30 and 5 0-ccatacagcagcctgagtga-30. Primers used
for mouse sequences: mCHOP AARE, 5 0-gggcagacaagttcaggaag-3 0
and 5 0-atgatgcaatgtttggcaac-3 0. The PCR reactions were performed
as described previously [6]. The results are expressed as the percentage
of antibody binding versus the amount of PCR product obtained using
a standardized aliquot of input chromatin. Samples are the means
from at least three independent immunoprecipitations.3. Results and discussion
3.1. The JDP2 binding to CHOP AARE decreases in response to
leucine starvation
To further determine whether JDP2 could be involved in the
repression of the amino acid-induced transcription of CHOP,
we ﬁrst investigated the in vivo binding of JDP2 to the CHOP
AARE. ChIP assays were performed with primer sets covering
either the 5 0 region (amplicon A), the AARE (amplicon B) or
the ﬁrst intron (amplicon C) of the CHOP gene (Fig. 1A). The
results show that the recruitment of JDP2 to the AARE ob-
served in the control medium decreased after 1 h of leucine
deprivation (Fig. 1B). As previously shown, ATF4 binding
and phosphorylation of ATF2 were increased on the CHOP
AARE [6]. Binding of JDP2 was not detected in the 5 0 region
or in the ﬁrst intron of CHOP, conﬁrming that this factor is
speciﬁcally engaged on the AARE.
Kinetic analysis of JDP2 removal on the CHOP AARE in
response to amino acid starvation showed that JDP2 recruit-
ment dropped rapidly within 30 min–1 h of leucine removal
(Fig. 2). JDP2 reached a minimum level of binding within
1 h of amino acid removal and increased slightly at 4 h. It is
noticeable that the decrease in binding of JDP2 closely corre-
lated with the increase in phosphorylation of ATF2 on Thr
71. The decrease in JDP2 binding might be explained either
by a post-translational modiﬁcation or by a decrease in
JDP2 expression level. Unfortunately, we were not able to dis-
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Fig. 3. Direct binding of JDP2 to CHOP AARE and dimerization
with ATF2. (A) Gel mobility shift assays were carried out by
incubating a 19 bp CHOP AARE radiolabeled probe with in vitro
translated proteins and antibodies. The migration positions of the
ATF2/ATF2 homodimer, ATF2/JDP2 heterodimer and JDP2/JDP2
homodimer are indicated. (B) ATF2 +/+ and ATF2 / MEF were
incubated 2 h either in control (+leu) or leucine-free medium (leu)
and harvested. ChIP analysis was performed as described under
Section 2 using antibodies speciﬁc for ATF2, phospho-ATF2 (Thr-71)
and JDP2 and a set of primers to produce amplicon B (see Fig. 1A).
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Fig. 2. Time course of JDP2 and ATF4 binding and phosphorylation
of ATF2 during leucine starvation. HeLa cells were incubated either in
control (+leu) or leucine-free medium (leu) and harvested for 0–4 h.
ChIP analysis was performed as described under Section 2 using
antibodies speciﬁc for ATF4, phospho-ATF2 (Thr-71) and JDP2 and a
set of primers to amplify amplicon B (see Fig. 1A). The dotted line
represents the increase in CHOP mRNA induction level.
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JDP2 antibodies available were tested and none of them were
able to detect the endogenous protein in HeLa cells by immu-
noblot analysis. Also, by plotting the CHOP mRNA content
on the same graph, it is apparent that the fall of JDP2 engage-
ment correlates with the increase in CHOP mRNA suggesting
that JDP2 could be involved in the repression of CHOP tran-
scription in complete medium.
3.2. JDP2 binds CHOP AARE as a homodimer or heterodimer
with ATF2
JDP2 was previously shown to bind directly to its DNA tar-
get as a dimer and to interact with ATF2 [9]. To determine
whether JDP2 binds directly the CHOP AARE, we performed
gel mobility shift assays with in vitro translated proteins
(Fig. 3A). Supershifts with antibodies were used to conﬁrm
the speciﬁcity of the complexes. Each homodimer of in vitro
translated ATF2 or JDP2 bound to CHOP AARE (lanes 2
and 4). The JDP2 also formed a heterodimer with ATF2 in
the presence of the AARE probe, with a molecular weight dif-
ferent from that attributed to the ATF2 or JDP2 homodimer
(lane 6). To investigate the role of ATF2 in the JDP2 binding
to the CHOP AARE, ChIP experiments were performed in
MEFs deﬁcient in ATF2 and in the corresponding wild-type
cells (Fig. 3B). The ChIP results obtained with wild-type
MEFs are consistent with those described above with HeLa
cells (see Fig. 1). In ATF2-deﬁcient cells, no ATF2 or phos-
phorylated ATF2 bound to the AARE is detected. However,the decrease in JDP2 binding remains. Therefore, although
in fed cells ATF2 and JDP2 bind at the same time on the
CHOP AARE, ATF2 is not essential for JDP2 binding.
3.3. JDP2 suppresses the amino acid-dependent transcription of
CHOP
To analyse the eﬀects of JDP2 on the AARE-dependent
transcription, HeLa cells were cotransfected with a luciferase
(LUC) reporter driven by two copies of the CHOP AARE
and with either a vector that constitutively express JDP2 or
the corresponding empty vector. The response to leucine was
determined by LUC assays in starved and non-starved condi-
tions (Fig. 4A). Transient expression of JDP2 repressed the
luciferase activity that was mediated by the AARE-TK pro-
moter in both control or leucine-free medium and the eﬀect
of JDP2 was dose dependent.
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Fig. 4. Eﬀect of JDP2 over-expression or JDP2 knockdown on the
amino acid regulation of CHOP expression. (A) Eﬀect of JDP2 over-
expression. HeLa cells were transiently transfected with 2X-CHOP-
AARE-TK-LUC (1 lg) and increasing amounts (0.25, 0.5, 1 lg) of the
expression vector for JDP2 or of the empty vector, as indicated.
Twenty-four hours after transfection, cells were incubated for 16 h in
control (+leu) or in medium lacking leucine (leu) and assayed for
LUC activity. (B) Eﬀect of JDP2 knockdown. HeLa cells were
transfected with 60 pmol of JDP2 siRNA or of control siRNA. Two
days after siRNA transfection, cells were incubated for 2 h in control
(+leu) or in medium lacking leucine (leu) and then harvested to
extract RNA.
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Fig. 5. Decrease in the HDAC3 binding to CHOP AARE in response
to leucine starvation. (A) Treatment with TSA reverses repression by
JDP2. HeLa cells were transiently transfected with 2X-CHOP-AARE-
TK-LUC (1 lg) in the presence or absence of expression plasmids for
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At 8 h after transfection, cells were incubated without or with TSA
(100 ng/ml) for 16 h and assayed for LUC activity. (B) HeLa cells were
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and harvested. ChIP analysis was performed using antibodies speciﬁc
for JDP2, HDAC1, HDAC2 and HDAC3 and diﬀerent sets of primers
to produce amplicon A, B or C (see Fig. 1A). (C) HeLa cells were
incubated either in control (+leu) or leucine-free medium (leu) and
harvested for 0–4 h. ChIP analysis was performed using an antibody
speciﬁc for HDAC3 and a set of primers to amplify amplicon B (see
Fig. 1A).
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CHOP, we measured the eﬀect of leucine starvation on CHOP
mRNA content in JDP2-deﬁcient cells. We employed small
interfering double stranded RNA (siRNA) transfection to spe-
ciﬁcally inhibit the endogenous expression of JDP2. Fig. 4B
shows that JDP2-siRNA transfection, while reducing the
mRNA content of JDP2, signiﬁcantly increased the level of
CHOP mRNA in both presence and absence of leucine when
compared to control siRNA-transfected cells. Therefore, alto-
gether these results indicate that JDP2 acts as a repressor to in-
hibit the amino acid regulation of CHOP.
3.4. JDP2 inhibits CHOP transcription in an HDAC-dependent
manner
In a previous study, Jin et al. showed that JDP2 is physically
and functionally associated with the histone deacetylase 3
(HDAC3) complex [11]. To ﬁrst determine whether JDP2
can repress CHOP transcription by recruiting an HDAC activ-
ity to the CHOP AARE, we cotransfected HeLa cells with a
LUC reporter driven by two copies of the CHOP AARE
and a variety of plasmids. Then, we monitored the AARE-
mediated reporter activity in the presence or absence of tri-
chostatin A (TSA), an inhibitor of HDACs. The addition of
JDP2 suppressed the promoter activity of the AARE-TK-
LUC reporter gene that was mediated by C2-ATF2, the consti-
tutively active mutant of ATF2 [16], or ATF4 in the absence of
TSA (Fig. 5A). This suppression of transcription of the
AARE-TK-LUC reporter gene by JDP2 was, however, clearlyreversed upon incubation of the cells with TSA. These data
suggest that HDAC activity might be required for the repres-
sion of the AARE-dependent transcription induced by JDP2.
To determine whether HDAC3 could also be associated with
JDP2 to repress the CHOP AARE-dependent transcription,
we investigate the in vivo binding of HDAC3 and two other
members of the HDAC class I, HDAC1 and HDAC2. The
ChIP results show that only HDAC3 is engaged on the AARE
in the presence of leucine and its recruitment decreased after
1 h of leucine deprivation (Fig. 5B). Kinetic analysis of
HDAC3 removal on the CHOP AARE following amino acid
starvation closely paralleled those described above for JDP2
(Fig. 5C). Taken together these data suggest that JDP2 bound
to the CHOP AARE could be functionally associated with
HDAC3 and then could contribute to CHOP silencing.
In conclusion, the data reported in the present study yield
several novel ﬁndings regarding the role of JDP2 in the amino
Y. Che´rasse et al. / FEBS Letters 582 (2008) 1537–1541 1541acid-regulated transcription of CHOP: (i) we provide evidence
that JDP2 binds to the CHOP AARE in non-starved condition
and that its binding decreases following amino acid starvation,
(ii) we demonstrate that JDP2 acts as a repressor of CHOP
transcription, (iii) we suggest that JDP2 could be functionally
associated with HDAC3. In a recent study, Jin et al. have pro-
vided evidence that JDP2 regulates gene expression via direct
control of the modiﬁcation of histones and the assembly of
chromatin [17]. We proposed that in fed cells, the ability of
JDP2 bound to the AARE to recruit HDAC3 could contribute
to the silencing of CHOP transcription via the maintenance of
the hypoacetylation status of histones. However, the mecha-
nism by which amino acid starvation leads to a decrease in
JDP2 binding merits further investigation. In starved cells,
we have recently reported that phosphorylation of ATF2 at
the CHOP AARE occurs prior to ATF4 binding, histone acet-
ylation, and increase in CHOP mRNA [6]. Although, ATF2
phosphorylation and decrease in JDP2 binding to CHOP
AARE are two early molecular events involved in the induc-
tion of CHOP transcription upon amino acid starvation, the
cause and eﬀects relationships have to be demonstrated. Taken
together, these results demonstrate that following amino acid
starvation there is a highly coordinated time-dependent pro-
gram of interaction between a precise set of bZIP transcription
factors and the AARE leading to transcriptional activation of
CHOP.
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ABSTRACT
When an essential amino acid is limited, a signaling
cascade is triggered that leads to increased transla-
tion of the ‘master regulator’, activating transcrip-
tion factor 4 (ATF4), and resulting in the induction of
specific target genes. Binding of ATF4 to the amino
acid response element (AARE) is an essential step in
the transcriptional activation of CHOP (a CCAAT/
enhancer-binding protein-related gene) by amino
acid deprivation. We set out to identify proteins that
interact with ATF4 and that play a role in the
transcriptional activation of CHOP. Using a tandem
affinity purification (TAP) tag approach, we identified
p300/CBP-associated factor (PCAF) as a novel
interaction partner of ATF4 in leucine-starved cells.
We show that the N-terminal region of ATF4 is
required for a direct interaction with PCAF and
demonstrate that PCAF is involved in the full
transcriptional response of CHOP by amino acid
starvation. Chromatin immunoprecipitation analysis
revealed that PCAF is engaged on the CHOP AARE
in response to amino acid starvation and that ATF4
is essential for its recruitment. We also show that
PCAF stimulates ATF4-driven transcription via its
histone acetyltransferase domain. Thus PCAF acts
as a coactivator of ATF4 and is involved in the
enhancement of CHOP transcription following
amino acid starvation.
INTRODUCTION
Mammals have evolved complex adaptative mechanisms
that enable cells to survive many stressful environmental
conditions including amino acid limitation. The signal
transduction pathway that is triggered in response to
amino acid starvation is referred to as the amino acid
response (AAR) (1). The initial step in the AAR is the
activation by uncharged tRNAs of GCN2 kinase which
phosphorylates the a subunit of translation initiation
factor eIF2 (eIF2a) on serine 51 (2,3). This phosphoryla-
tion decreases the translation of most mRNAs by
inhibiting the delivery of the initiator Met-tRNAi to the
initiation complex. However, eIF2a phosphorylation also
triggers the translation of speciﬁc mRNAs including the
activating transcription factor 4 (ATF4). Once induced,
ATF4 directly or indirectly induces transcription of
speciﬁc target genes (4).
Among the genes induced via the GCN2/ATF4 path-
way, the CCAAT/enhancer-binding protein homologous
protein (CHOP) encodes a ubiquitous transcription factor
that heterodimerizes avidly with the other members of the
C/EBP and jun/fos families (5–7). The amino acid
regulation of CHOP transcription involves a cis-acting
element in the promoter that has been named amino acid
response element (AARE) (8). This element is essential for
the induction of CHOP transcription by amino acid
starvation and functions as an enhancer element. In the
past few years, several functional AAREs have been
described in other genes including asparagine synthetase
(ASNS) (9,10) and activating transcription factor 3 (ATF3)
(11). The AARE sites of CHOP, ASNS and ATF3
have a 9 bp core element (50-A/GTT
G/TCATCA-3
0) but
the sequences diﬀer by one or two nucleotides between
genes.
It is now established that in amino acid-starved cells, a
multiproteic complex is bound to the AARE sequences
including a number of regulatory proteins such as ATF4
(9,11,12), C/EBPb (13), ATF3 (10,12), activating tran-
scription factor 2 (ATF2) (11,14) or tribbles-related
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protein 3 (TRB3) (15). These factors are involved in either
inducing or repressing transcription of target genes in
response to amino acid starvation. Importantly, all of the
known AARE sites bind ATF4 whereas the binding
activity and the role of other AARE-binding factors
appear to vary according to the AARE sequence and
chromatin structure. For example, CHOP and ATF3
sequences also bind ATF2 whereas the ASNS site does not
(8,11,12,16).
The key role of ATF4 in amino acid-regulated
transcription has been clearly established in the past few
years (1,10,11,14). It has been shown that (i) the
expression of ATF4 and its binding to AARE sequences
are increased following amino acid starvation, (ii) kinetic
of ATF4 binding to AARE are similar between tested
genes with a dramatic increase in the ﬁrst hour after a
single amino acid removal, sustained over the next two
hours, (iii) in cells devoid of ATF4 expression, the
induction of mammalian genes upon amino acid starva-
tion is completely lost and (iv) when over-expressed,
ATF4 by itself is able to activate the AARE-dependent
transcription. One major role of ATF4 is to mediate part
of cell response to stress signals such as ER stress or
amino acid deprivation (17). Both transcription and
translation of ATF4 are selectively increased in stress
conditions (18,19), resulting in the induction of many
genes involved in amino acid metabolism or transport and
in resistance to oxidative stress (4).
ATF4 belongs to the basic region/leucine zipper
(bZIP) family of transcription factors, which also
includes members of the Jun/Fos (AP-1) family (20,21).
This factor is known to form heterodimers with members
of AP1 and CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP)
families (22–24) rather than proteins of the ATF/CREB
family (25–27). Heterodimerization of ATF4 represents a
powerful means to regulate its transcriptional activity
and consequently the expression of target genes. ATF4
also interacts with coactivators such as p300 and CBP
(28,29) and with several general transcription factors
such as TBP, TFIIB, RAP30 (28) and RPB3 (30). In the
context of the AAR, the heterodimeric partner of ATF4
on AARE remains to be identiﬁed. It has been suggested
that ATF4 may also interact with one or more cofactors
to make the promoter more accessible to the general
transcription machinery (10) but these cofactors also
remain to be identiﬁed.
The present study was designed to identify proteins
interacting with ATF4 and playing a role in the
transcriptional activation of CHOP in response to
amino acid starvation. Recent progress in mass spectro-
metric protein sequencing technology together with the
rapid growth of protein and genome databases have made
direct approaches to map protein–protein interactions
feasible. Using a tandem aﬃnity puriﬁcation (TAP) tag
approach, we identify p300/CBP-associated factor
(PCAF) as a novel interaction partner of ATF4 in
amino acid-starved cells. Our results provide evidence
that PCAF acts as a coactivator of ATF4 and is involved
in the enhancement of CHOP transcription following
amino acid starvation.
MATERIALS AND METHODS
Plasmid constructions
2X-CHOP-AARE-TK-LUC was generated as previously
described (8). To express PCAF in mammalian cells,
plasmids for wild-type (pCX-Flag-PCAF) and HAT-
defective PCAF (pCX-Flag-PCAF HAT) were provided
by Chao-Zhong Song (University of Washington, Seattle,
WA). To express PCAF in vitro, pCI-Flag-PCAF was
kindly given by Rosemary Kiernan (Montpellier, France).
The expression plasmid for the ATF4 cDNA was a gift of
Irina Lassot (Institut Cochin, Paris, France). To generate
the GST–ATF4 (amino acids 1–351) and GST–ATF4
(amino acids 1–100) fusion proteins, the corresponding
regions of human ATF4 cDNA were ampliﬁed by PCR
and inserted into the BamHI/EcoRI sites of pGEX-4T-1
(Amersham). Constructs including other ATF4 deletion
mutants fused to GST (glutathione-S-transferase) were
kindly provided by Florence Margottin-Goguet (Institut
Cochin, Paris, France). The mammalian ATF4 expression
plasmid used in the TAP technique (pZome-1-N-TAP-
ATF4) was generated by inserting the full-length coding
region of human ATF4 cDNA into the EcoRI site of
pZome-1-N (Euroscarf, Germany).
Cell culture and treatment conditions
HeLa cells, mouse embryonic ﬁbroblasts (MEF) and
retroviral packaging cell line BOSC23 were cultured
at 378C in Dulbecco’s modiﬁed Eagle’s medium F12
(DMEM F12) (Sigma) containing 10% fetal bovine
serum. When indicated, DMEM F12 lacking leucine was
used. In all experiments involving amino acid starvation,
10% dialyzed calf serum was used. MEF deﬁcient in
ATF4 were kindly given by David Ron (Skirball Institute
of Biomolecular Medicine, New York) (4).
Generation of stable cell lines
Retroviral infection was performed as described (31).
BOSC23 cells were transfected with either pZome-1-N
(mock) or pZome-1-N-TAP-ATF4. After 48 h of transfec-
tion, the medium containing retroviruses was collected,
ﬁltered, treated by polybrene (1mg/ml) and transferred
on ATF4 / MEF. Infected cells were selected with
puromycin (2mg/ml) for 3 weeks. The expression of TAP-
ATF4 was analyzed by immunoblotting analysis with an
anti-ATF4 antibody.
Antibodies
The antibodies against ATF4 (sc-200), PCAF (sc-8999)
and b-actin (sc-7210) were purchased from Santa Cruz
Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA, USA).
Nuclear extract preparation
Nuclear extracts were prepared from HeLa cells and MEF
as described previously (8).
TAP purification
TAP–ATF4 complexes were puriﬁed using a published
procedure (32) with minor modiﬁcations. Nuclear extracts
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were prepared from thirty 150-mm plates of mock or
ATF4–TAP-transfected cells and subsequently adjusted
to IgG-binding conditions: 180mM NaCl, 10mM
Tris–HCl pH 8.0, 0.2% NP-40, 0.5mM dithiothreitol
(DTT), complete protease inhibitors (Sigma), 10mM
b-glycerophosphate and 20mM NaF. Diluted extracts
were rotated overnight at 48C with 100 ml of IgG matrix
(Amersham Biotech), after which the beads were washed
extensively in binding buﬀer. Washed beads were
re-suspended in TEV cleavage buﬀer (10mM Tris–HCl
pH 8.0, 150mM NaCl, 0.3% NP-40, 0.5mM EDTA,
0.5mM DTT), and 5–15 ml of recombinant TEV enzyme
(Invitrogen) was added to the mixture. After 2 h of
rotation at 168C, the TEV eluate from the IgG column
was recovered and adjusted to calmodulin-binding
conditions: 150mM NaCl, 45mM Tris–HCl pH 8.0,
0.7mM Mg-acetate, 0.7mM imidazole, 2.5mM CaCl2,
0.2% NP-40, 10mM b-mercaptoethanol and rotated
for 2 h at 48C with 50 ml of calmodulin aﬃnity resin
(Stratagene). After binding, sedimented beads were
washed extensively with calmodulin-binding buﬀer.
Bound proteins were recovered by boiling the calmodulin
beads for 5min in protein sample buﬀer.
Sample preparation and mass spectrometric analysis
The protein complexes recovered from TAP puriﬁcation
were fractionated on a 7% SDS–polyacrylamide gel.
Proteins were detected by silver staining. The protein
bands on 1D gel were excised from gels using blade of
scapel. The bands were washed with 100 ml of 25mM
NH4HCO3 for 30min, destained with 100 ml of 25mM
NH4HCO3/acetonitrile (v/v) twice 30min and dehydrated
in acetonitrile. Bands were completely dried using a speed
vac before trypsin digestion. The dried gel volume was
evaluated and three volumes of trypsin (V5111; Promega,
Madison, WI, USA), 10 ng/ml in 25mM NH4HCO3 were
added. Digestion was performed at 378C during 5 h.
The gels pieces were centrifuged and 8–12 ml of acetonitrile
(depending of gel volume) were added to extract peptides.
The mixture was sonicated for 5min and centrifuged.
For MALDI-TOF MS analysis, 1 ml of supernatant was
loaded directly onto the MALDI target. The matrix
solution (5mg/ml -cyano-4-hydroxycinnamic acid in 50%
acetonitrile/0.1% triﬂuoroacetic acid) was added immedi-
ately and allowed to dry at room temperature. A Voyager
DE-Pro model of MALDI-TOF mass spectrometer
(Perseptive BioSystems, Farmingham, MA, USA) was
used in positive-ion reﬂector mode for peptide mass
ﬁngerprinting. External calibration was performed with a
standard peptide solution (Proteomix, LaserBio Labs,
Sophia-Antipolis, France). Internal calibration was per-
formed using peptides resulting from auto-digestion of
porcine trypsin. Monoisotopic peptide masses were
assigned and used from NCBI database searches
with the ‘Mascot’ and ‘Profound’ softwares (http://
www.matrixscience.com and http://prowl.rockefeller.edu).
GST pull-down experiments
Fresh overnight cultures of BL21 pLysS Escherichia coli
strain transformed with GST-fused constructs were
diluted 1:10 in LB medium containing ampicillin
(100 mg/ml). Isopropyl-1-thio-b-D-galactopyranoside was
added in growing exponential bacterial culture to a ﬁnal
concentration of 1mM and incubated for 4 h at 308C.
Cells were re-suspended in STE buﬀer (10mM Tris pH 8,
150mM NaCl, 1mM EDTA). After 10 000g centrifuga-
tion during 10min at 48C, pellets were frozen during
5min, re-suspended in STE buﬀer containing 1mM
dithiothreitol and 10% sarcosyl. Lysates were sonicated
for 1min and clariﬁed at 10 000g for 10min at 48C. The
bacterial supernatant was rocked overnight at 48C with
glutathione-Agarose resin (Sigma) and beads were washed
three times in PBS containing Triton X-100 (0.1%) and
PMSF (1mM). 35S-labeled PCAF protein was generated
in vitro using the TNT T7-coupled reticulocyte lysate
system (Promega) according to the manufacturer’s
instructions. 35S-labeled PCAF protein or 1mg of nuclear
extracts were incubated with the beads in binding
buﬀer (20mM HEPES pH 7.4, 125mM NaCl, 0.1%
Triton X-100, 2mM DTT), 2mM ethylenediamine tetra-
acetic acid (EDTA), 10 mM ZnCl2, complete protease
inhibitors (Sigma) by rocking 2 h at 48C. The glutathione-
Agarose beads were then washed four times in PBS buﬀer
containing 0.1% Triton X-100 and 160mM NaCl and
re-suspended in Laemmli buﬀer. Proteins were released
from beads by boiling 5min, and subjected to SDS–PAGE
analysis. Fractionated proteins were visualized by western
blot using anti-PCAF or anti-ATF4 antibodies or by
autoradiography using a PhosphorImager and
IMAGEQUANT software (Molecular Dynamics).
Transient transfection and luciferase (LUC) assay
Cells were plated in 12-well dishes and transfected by the
calcium phosphate coprecipitation method as described
previously (12). One microgram of luciferase plasmid
was transfected into the cells along with 0.05mg of pCMV-
bGal, a plasmid carrying the bacterial b-galactosidase
gene fused to the human cytomegalovirus immediate-early
enhancer/promoter region, as an internal control. Cells
were then exposed to the precipitate for 16 h, washed twice
in phosphate-buﬀered saline (PBS), and then incubated
with DMEM F12 containing 10% fetal bovine serum.
Two days after transfection, cells were harvested in 100 ml
of lysis buﬀer (Promega) and centrifuged at 13 000g for
2min. Twenty micro liters of the supernatant were assayed
for luciferase activity (YELEN, Ensue La Redonne,
France). For all the transfection experiments presented,
a plasmid pCMV-bGal was used as an internal control.
b-Galactosidase activity was measured as described
previously (12). Relative luciferase activity was given as
the ratio of relative luciferase unit/relative b-Gal unit.
All values are the means calculated from the results of at
least three independent experiments performed in
triplicate.
Analysis of gene expression using real-time RT–PCR
Total RNA was prepared using a RNeasy mini kit
(Qiagen) and treated with DNase I, Amp Grade
(InVitrogen) prior to cDNA synthesis. RNA integrity
was electrophoretically veriﬁed by ethidium bromide
5956 Nucleic Acids Research, 2007, Vol. 35, No. 17
staining. RNA (0.5 mg) was reverse transcribed with 100 U
of Superscript II plus RNase H- Reverse Transcriptase
(InVitrogen) using 100 mM random hexamer primers
(Amersham Biosciences), according to the manufacturer’s
instructions. To measure the relative amount of human
CHOP, ATF4 and PCAF mRNA, primers were the
following: hCHOP (forward primer, 50-cagaaccagca-
gaggtcaca-30 reverse primer, 50-agctgtgccactttcctttc-30),
hATF4 (forward primer, 50-aaccgacaaagacaccttcg-30;
reverse primer, 50-acccatgaggtttgaagtgc-30) and hPCAF
(Qiagen, QT00092267 #). All the primers yielded PCR
products 200 bp in size. To control for RNA quality and
cDNA synthesis, b-actin mRNA was also ampliﬁed with
forward (50-ctcgcaggtcaagagcaag-30) and reverse primers
(50-gacagctgctccaccttctt-30). To measure the transcrip-
tional activity from the CHOP gene, oligonucleotides
derived from CHOP intron 1 and exon 1 were used to
measure the short-lived unspliced transcript (hnRNA,
heterogenous nuclear RNA). This procedure for measur-
ing transcriptional activity is based on that described by
Lipson and Baserga (33). The primers for ampliﬁcation
were: forward primer, 50-aaggcactgagcgtatcatgt-30; reverse
primer, 50-ctctcggacggtccctaact-30. Quantiﬁcation involved
the use of standard curves that had been prepared with
plasmids containing speciﬁc sequences of each gene. We
cloned all the PCR products into the pGEM-T easy vector
(Promega) according to the manufacturer’s instructions.
For the construction of standard curves, pGEM-T easy
plasmids were prepared as 10-fold serial dilution in water,
from 4 ng to 0.4 pg. PCR was carried out using a
LightCyclerTM System (Roche) as described previously
(12). LightCycler quantiﬁcation software (version 3.5) was
used to compare ampliﬁcation in experimental samples
during the log–linear phase to the standard curve from
the dilution series of control plasmids. Relative results
were displayed in nanograms of target gene per 100 ng of
-actin. Each experiment was repeated three times to
conﬁrm the reproducibility of the results.
Chromatin immunoprecipitation analysis (ChIP)
ChIP analysis was performed according to the protocol
of Upstate Biotechnology, Inc. (Charlottesville, VA,
USA) with minor modiﬁcations. Cells were seeded at
1 106/100mm dish with DMEM F12 and grown for
24 h. Cells were transferred to fresh DMEM F12 12 h
before transfer to either complete DMEM F12 or DMEM
F12 lacking leucine for the time period indicated in each
ﬁgure. Protein–DNA was cross-linked by adding formal-
dehyde directly to the culture medium to a ﬁnal
concentration of 1% and then stopped 8min later by the
addition of glycine to a ﬁnal concentration of 0.125M.
Cross-linked chromatin was sonicated using a Vibra cell
sonicator (Biobloc Scientiﬁc Technology) for 10 bursts of
30 s at power 2 with 1-min cooling on ice between each
burst to obtain DNA fragments of an average of 400 bp.
Extracts from 1 106 cells were incubated with 5 mg of
antibody. A rabbit anti-chicken IgG was used as the
nonspeciﬁc antibody control. The antibody-bound com-
plex was precipitated by protein A-Agarose beads
(Upstate Biotechnology). The DNA fragments in the
immunoprecipitated complex were released by reversing
the cross-linking overnight at 658C and puriﬁed using a
phenol/chloroform extraction and ethanol precipitation.
Real-time quantitative PCR was performed by using a
LightCycler (Roche) and a SYBR-Green-I-containing
PCR mix (Qiagen), following the recommendations of
the manufacturer. The immunoprecipitated material was
quantiﬁed relative to a standard curve of genomic DNA.
Primers used for human sequences: hCHOP amplicon A,
50-gcagcctaaccaaagacctg-30 and 50-ggaggcaacttgaccaaaag-
30; hCHOP amplicon B (AARE), 50-aagaggctcacgacc-
gacta-30 and 50-atgatgcaatgtttggcaac-30; hCHOP amplicon
C, 50-agtgccacggagaaagctaa-30 and 50-ccatacagcagcct-
gagtga-30. Primers used for mouse sequences: mCHOP
AARE, 50-gggcagacaagttcaggaag-30 and 50-atgatg-
caatgtttggcaac-30. The reactions were incubated at 958C
for 15min to activate the polymerase, followed by
ampliﬁcation at 958C for 15 s, 558C for 20 s and 728C
for 20 s for 45 cycles. After PCR, melting curves were
acquired by stepwise increases in the temperature from 65
to 958C to ensure that a single product was ampliﬁed in
the reaction. The results are expressed as the percentage of
antibody binding versus the amount of PCR product
obtained using a standardized aliquot of input chromatin.
Samples are the means from at least three independent
immunoprecipitations.
SiRNA preparation and transfection
SiRNA corresponding to PCAF mRNA (50-ucgccgugaag
aaagcgcadTdT-30 and 50-ugcgcuuucuucacggcgadTdT-30)
(1024864 #) and to control (1027280 #) were from
Qiagen. Annealing was performed as described by the
manufacturer: the complementary two strands (each
5 nmol) in 250 ml of siRNA suspension buﬀer (Qiagen)
were heated 1min at 908C and then incubated for 1 h at
378C. One day before transfection with siRNA, HeLa cells
were plated in 6-well plates at 25% conﬂuency. Then
30 pmol of siRNA were introduced into the cells using
the calcium phosphate precipitation as described above.
Forty-eight hours after transfection, the expression level
of PCAF was analyzed by western blotting.
Immunoblot analysis
Cells were lyzed in radioimmune precipitation assay
buﬀer (50mM Tris–HCl, pH 7.4, 150mM NaCl, 1%
Triton X-100, 0.1% SDS, 50mM NaF, 2mM Na3VO4,
100 nM acid okadaic, 25mM b-glycerophosphate, 1mM
phenylmethylsulfonyl ﬂuoride, protease inhibitor cocktail
from Sigma), then proteins were resolved by SDS–PAGE
and transferred onto a Hybond-P PVDF membrane
(Amersham Biosciences). Membranes were blocked for
1 h at room temperature with a solution of 5% nonfat
milk powder in TN (50mM Tris–HCl, pH 8.0, 150mM
NaCl, 0.1% Tween-20). The blots were then incubated
with primary antibody in blocking solution overnight at
48C. Antibodies were diluted according to the manufac-
turer’s instructions. The blots were washed three times
in TN and incubated with horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit IgG (1:5000) (Santa Cruz,
CA, USA) in blocking buﬀer for 1 h at room temperature.
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After three washes, the blots were developed using
the enhanced chemiluminescence (ECL) detection system
(Amersham Biosciences).
RESULTS
Identification of PCAF as an interaction partner of ATF4 by
TAP
To identify ATF4 interacting proteins in mammalian cells,
we performed TAP coupled with mass spectrometry (34).
We developed a mammalian expression vector coding for
a fusion protein consisting of amino acids 1–351 of ATF4
linked to the TAP tag (Supplementary Figure 1A). In this
construct, the TAP tag consists of the protein A (Prot.A)
and the calmodulin-binding peptide aﬃnity sequences that
are separated by the recognition sequence for tobacco etch
virus (TEV) protease, permitting proteolytic elution of the
fusion protein from the IgG aﬃnity resin (32,34). The
constructs expressing the ATF4 fusion protein (TAP-
ATF41–351) or the tag alone (TAP) were stably transfected
into ATF4 / mouse MEF. We chose ATF4-deﬁcient
cells because absence of endogenous ATF4 expression was
expected to increase puriﬁcation eﬃciency. Supplementary
Figure 1B shows that in ATF4 /MEF expressing TAP
proteins, the endogenous form of ATF4 was not detected
in the absence of leucine (compare lanes 3–5 with lane 2).
To check the functionality of TAP-ATF41–351 protein, a
LUC reporter driven by two copies of the CHOP AARE
was transiently transfected into ATF4 / MEF.
Supplementary Figure 1C shows that this fusion protein
activated the AARE-dependent transcription and pro-
duced about the same transcriptional response as obtained
with the wild-type form of ATF4. Cells expressing TAP
proteins were incubated for 2 h in control medium or in
medium lacking leucine, and nuclear extracts were
prepared and applied to dual aﬃnity chromatography
according to the TAP protocol (32). Bands representing
putative ATF4-binding proteins were puriﬁed by SDS–
PAGE and analyzed by MALDI-TOF (data not shown).
Comparison of the obtained peptide sequences with
protein databases identiﬁed several proteins that had
been previously linked to RNA transcription. Here we
report the identiﬁcation of p300/CBP-associating factor
(PCAF) as a novel interaction partner of ATF4 in leucine-
starved cells.
The N-terminal region of ATF4 is required for a direct
interaction with PCAF
To conﬁrm that PCAF can be a partner of ATF4, in vitro
pull-down assays were performed. Bacterially expressed
GST-ATF4 (amino acids 1–351) fusion protein was
immobilized on glutathione beads and later incubated
with nuclear extracts from HeLa cells starved for 2 h with
leucine. Immunoblot analysis revealed that PCAF present
in nuclear extracts from leucine-starved HeLa cells was
retained speciﬁcally with the full-length ATF4
(Figure 1A). No interaction of PCAF with GST alone
could be detected. These results show that the interaction
observed by the TAP method can also be reconstituted
in vitro.
To ﬁnd which domain of ATF4 is required for the
interaction with PCAF, truncated ATF4 derivatives were
used in GST pull-down assays (Figure 1B). As shown in
Figure 1C, ATF4 deleted of residues 282–351 including
the bZIP domain (lane 2) retained PCAF-binding
capacity. By contrast, ATF4 deleted of residues 1–85
(lane 3) or other larger deletion mutants (lanes 4 and 5)
did not interact with PCAF like GST alone (lane 6) used
as a control, suggesting that the N-terminal region of
ATF4 is required for the interaction with PCAF. From
these results, we cannot exclude the possibility that the
ATF4–PCAF interaction is not direct and requires speciﬁc
accessory factors present in eukaryotic cell nuclear
extracts. To demonstrate the direct interaction between
PCAF and the N-terminus of ATF4, we monitored
the binding of 35S-PCAF produced in vitro to full-
length, N-terminal (amino acids 1–100) or ATF4 deleted
of residues 1–85 fused to GST (Figure 1D). Only the full-
length and the 1–100N terminal derivatives (lanes 2 and 3)
showed consistent interaction with PCAF. These data
demonstrate that ATF4–PCAF interaction occurs
through a direct interaction involving the N-terminal
region of ATF4.
Effect of amino acid starvation on PCAFmRNA and protein
To further identify the role of PCAF in amino acid-
regulation of CHOP transcription in human cells, we ﬁrst
examined the eﬀect of leucine starvation on the PCAF
mRNA and protein levels in HeLa cells. Kinetic analysis
of mRNA level indicated that PCAF mRNA was not
aﬀected by amino acid starvation while ATF4 and CHOP
mRNA were increased (Figure 2A). Protein analysis
showed that the expression of PCAF was not signiﬁcantly
aﬀected by 1–2 h of leucine starvation. However, PCAF
level was greatly reduced following 4–8 h of amino acid
starvation while ATF4 level was markedly increased
(Figure 2B).
Binding of ATF4 to theCHOPAARE in vivo is associated
with binding of PCAF in response to amino acid starvation
Using a ChIP analysis, we had previously demonstrated
that following amino acid starvation, ATF4 binds to the
AARE sequence within the CHOP promoter in vivo (14).
To determine whether PCAF also targets the CHOP
AARE, HeLa cells were incubated in control or leucine-
free medium for 2 h and ChIP assays were performed with
primer sets covering either the 50 region (amplicon A),
the AARE (amplicon B) or the ﬁrst intron (amplicon C) of
the CHOP gene (Figure 3A). The results show recruitment
of both PCAF and ATF4 to the AARE following 2 h of
leucine deprivation (Figure 3B). In addition, bindings of
PCAF and ATF4 were not detected in the 50 region or in
the ﬁrst intron of CHOP, conﬁrming that both factors are
speciﬁcally engaged on the AARE.
We then investigated the kinetics of PCAF engagement
on the CHOP AARE in response to amino acid
starvation. PCAF recruitment increased slightly after 1 h
of leucine deprivation, peaked at 2 h and fell within 2–8 h
of amino acid deprivation (Figure 3C). Comparison of
these kinetics with those obtained for ATF4 binding
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reveals a similarity in the time courses of recruitment of
these two factors. Also, by plotting the pre-mRNA
content on the same graph, it is apparent that the
engagement of PCAF and ATF4 closely paralleled the
increase in CHOP transcription in the ﬁrst 2 h.
ATF4 is essential for PCAF recruitment to theCHOPAARE
following amino acid starvation
In previous studies, ATF4 was shown to be essential for
CHOP induction in response to leucine starvation (12).
The results described above suggest that ATF4 may be
involved in PCAF recruitment to CHOP AARE following
amino acid starvation. To investigate the link between
binding of ATF4 to the CHOP AARE and the recruit-
ment of PCAF, ChIP experiments were performed in
MEFs deﬁcient in ATF4 and in the corresponding wild-
type cells. The ChIP results obtained with wild-type MEFs
are consistent with those described above with HeLa
cells (Figure 4A). By contrast, in cells lacking ATF4,
the increase in PCAF binding to the CHOP AARE was
lost. Protein analysis shows that the lack of ATF4 did not
aﬀect the level of PCAF expression (Figure 4B). Taken
together, these results demonstrate that ATF4 is essential
for the recruitment of PCAF on the CHOP AARE
following amino acid starvation.
PCAF stimulates ATF4-driven transcription via its histone
acetyltransferase (HAT) domain
Several studies have shown that PCAF is a transcription
coactivator with intrinsic acetylase activity (35). Having
established that ATF4 recruits PCAF on the CHOP
AARE, we sought to determine whether PCAF functioned
as a coactivator of ATF4 in AARE-dependent transcrip-
tion. Cotransfection experiments were carried out in HeLa
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cells using a LUC reporter driven by two copies of the
CHOP AARE and the expression plasmids for ATF4 and
PCAF or their respective empty vectors. This assay
revealed that PCAF stimulated ATF4-driven transcription
but had no eﬀect by itself on luciferase expression
(Figure 5). By contrast, an HAT-defective PCAF contain-
ing a deletion of amino acids 497–526 (36) failed to
stimulate ATF4-driven transcription. These results
demonstrate that PCAF functions as a coactivator of
ATF4 and show that PCAF HAT activity is required
for ATF4/PCAF synergistic activation of the AARE-
dependent transcription.
PCAF is required for the full transcriptional response of
CHOP to leucine starvation
To assess the role of PCAF in the amino acid regulation
of CHOP expression, we ﬁrst measured the eﬀect of
leucine starvation on both CHOP mRNA content and
AARE-dependent transcription in PCAF-deﬁcient cells.
We employed small interfering double-stranded RNA
(siRNA) transfection to speciﬁcally inhibit the endoge-
nous expression of PCAF. HeLa cells were transfected
with either siPCAF or control siRNA, and then incubated
with either control or leucine-free medium for 2 h.
Figure 6A shows that PCAF-siRNA transfection drama-
tically decreased the PCAF protein content but did not
aﬀect the increase in ATF4 expression. Lack of PCAF
aﬀected the response of CHOP transcription to leucine
depletion: the induction of CHOPmRNA and the AARE-
dependent transcription were signiﬁcantly reduced.
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Figure 3. PCAF recruitment to CHOP AARE in response to leucine
starvation. (A) Scheme of the human CHOP gene indicating the
diﬀerent amplicons produced for the ChIP analysis: A (1678 to
1478), B (472 to 301) and C (+1163 to +1372). The AARE is
boxed in gray. (B) HeLa cells were incubated 2 h either in control
(+leu) or leucine-free medium (leu) and harvested. ChIP analysis was
performed as described under Materials and Methods section using
antibodies speciﬁc for PCAF and ATF4 and diﬀerent sets of primers to
produce amplicon A, B or C. Data were plotted as the percentage of
antibody binding versus the amount of PCR product obtained using a
standardized aliquot of input chromatin. Each point represents the
mean value of three independent experiments, and the error bars
represent the SEM. (C) Time course of PCAF and ATF4 recruitments
during leucine starvation. HeLa cells were incubated either in control
(+leu) or leucine-free medium (leu) and harvested for 0–8 h.
ChIP analysis was performed using antibodies speciﬁc for PCAF and
ATF4 and a set of primers to amplify amplicon B (see above). Total
RNA was extracted and the CHOP transcriptional activity was
determined by real-time RT–PCR analysis of CHOP pre-mRNA as
described under Materials and Methods section. The dotted line
represents the increase in CHOP pre-mRNA induction level.
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Figure 2. Measurement of PCAF mRNA and protein accumulation in
amino acid-starved cells. HeLa cells were incubated either in control
(+) or leucine-free medium () and harvested for protein extraction
and RNA isolation after the indicated incubation times. (A) Total
RNA was extracted and real-time RT–PCR was performed as described
in Materials and Methods section. The mRNA induction level is
deﬁned as the ratio of the relative mRNA level of leucine-starved cells
to that of non-starved cells. (B) PCAF, ATF4 and b-Actin protein
contents were analyzed by western blots as described in Materials and
Methods section.
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In control siRNA-transfected cells, the response to leucine
starvation was not aﬀected. We then examined the eﬀect of
over-expressing PCAF on the increase in CHOPmRNA in
response to leucine starvation (Figure 6B). HeLa cells were
transiently transfected with PCAF or the empty vector and
then incubated either with control or leucine-free medium
for 2 h. Over-expression of PCAF protein leads to a
signiﬁcant increase in the amino acid inducibility ofCHOP.
Taken together, these results demonstrate that PCAF is
required to obtain maximal induction of CHOP by leucine
starvation.
DISCUSSION
Mammalian cells have evolved complex cellular responses
to stress conditions. Both transcription and translation of
ATF4 are selectively increased in response to amino acid
deprivation (17), even when global protein synthesis is
repressed, resulting in the induction of a wide variety of
ATF4 target genes (1). The data reported in the present
study yield several novel ﬁndings regarding the
mechanisms by which ATF4 activates gene transcription
upon amino acid starvation: (i) we have found evidence
that the N-terminal region of ATF4 interacts directly with
PCAF in amino acid-starved cells, (ii) we demonstrate that
PCAF is involved in enhancing the transcriptional
response of CHOP by amino acid starvation, (iii) we
establish that PCAF is recruited on the CHOP AARE in
response to amino acid starvation and that ATF4 is
essential for its recruitment and (iv) we show that PCAF
enhances ATF4-driven transcription via its HAT domain.
PCAF has been described as a coactivator that mediates
the transcription of many genes (37). Like a number of
transcriptional coactivators, this factor possesses an
intrinsic histone acetylase activity (38,39). The role of
PCAF in transcription has been investigated in multiple
studies, and its requirement as a HAT and coactivator has
been described for nuclear receptor- (40,41) and growth
factor-mediated (42) activations and for myogenesis (43)
among other processes. Here we report evidence that
PCAF functions as a coactivator of ATF4 in the
transcriptional response of CHOP following amino acid
starvation. Like several nuclear proteins such as CBP and
p300, PCAF interacts directly with the ATF4N-terminal
domain, shown to be a transcriptional activation domain
(28). We also show that the HAT activity of PCAF is
required for enhancing the activation of the AARE-
dependent transcription by ATF4. PCAF preferentially
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Figure 5. Role of PCAF in the stimulation of ATF4 transcriptional
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acetylates lysine 14 of histone H3 but also less eﬃciently
acetylates lysine 8 of histone H4 (44). At present, the exact
role of the HAT activity of PCAF in promoting the
AARE-dependent transcription by ATF4 remains to be
established. However, there are several lines of evidence
suggesting that PCAF is not involved in histone acetyla-
tion at the CHOP promoter. First, we recently reported
that the acetylation status of histone H3 remained
unchanged at the CHOP AARE region within 1 h of
removal of leucine from the medium while the acetylation
of H4 is increased (14). Second, in ATF4-deﬁcient cells,
where the recruitment of PCAF was completely lost, we
had also previously shown that the level of histone H4
acetylation remained elevated (14). Last, we now show
that the HAT activity of PCAF is required to stimulate the
transcriptional activity of ATF4 on a non-integrated
CHOP AARE-reporter bacterial plasmid. In addition to
histones, a number of transcription factors are also
substrates for acetylation by nuclear HAT (45–47). The
consequences of acetylation on protein function range
from one protein to another depending on where in the
protein the acetylation takes place. Acetylation has been
reported to modulate protein–protein interactions, inhibit
nuclear export (48) and alter protein stability (29). CBP
and p300 were described as acetylating ATF4 in its bZIP
domain and enhancing its transcriptional activity (28,29).
In addition, Gachon et al. (49) have found evidence that
acetylation of ATF4 in vitro is mediated by p300 but not
by PCAF. In our model, the target of the PCAF HAT
domain in the transcriptional activation of CHOP upon
amino acid starvation remains to be identiﬁed.
The present experiments demonstrate that ATF4
binding is essential for the transitory recruitment of
PCAF on the CHOP AARE following amino acid
starvation. PCAF recruitment on the CHOP AARE falls
within 2–8 h of leucine deprivation, while CHOP tran-
scription is still increased. Therefore, ATF4-mediated
PCAF recruitment is essential in enhancing the transcrip-
tion of CHOP in response to a short period of amino acid
starvation. It is possible that another cofactor may be
involved in the ATF4-dependent response of CHOP
during long-term amino acid deprivation. The drop in
PCAF recruitment might be explained by the decrease in
PCAF expression level observed following 4–8 h of amino
acid starvation, while ATF4 is still bound to the AARE.
The ubiquitin-proteasome degradation pathway plays an
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Figure 6. Eﬀect of PCAF knockdown or PCAF over-expression on the
amino acid regulation of CHOP expression. (A) Eﬀect of PCAF
knockdown. HeLa cells were transfected with PCAF siRNA or control
siRNA. Two days after siRNA transfection, cells were incubated for 2 h
in control (C) or in medium lacking leucine (leu) and then harvested
to extract RNA and proteins. Total RNA was extracted and real-time
RT–PCR was performed as described in Materials and Methods
section. PCAF and ATF4 protein contents were analyzed by western
blot. One day after siRNA transfection, cells were transfected with
2X-CHOP-AARE-TK-LUC reporter construct to measure the AARE-
dependent transcription. After two days, cells were incubated for 16 h
in control (C) or in medium lacking leucine (leu) and cells were then
harvested. LUC activity was measured as described in Materials and
Methods section. (B) Eﬀect of PCAF over-expression. HeLa cells were
transiently transfected with Flag-PCAF expression construct (PCAF)
or with empty vector (vector). Two days after transfection, cells were
incubated for 2 h in control (C) or in medium lacking leucine (leu)
and then harvested to extract RNA and proteins. Total RNA was
extracted and real-time RT–PCR was performed as described in
Materials and Methods section. Each data represents the mean of at
least three independent experiments performed in triplicate. Flag-PCAF
and b-Actin protein contents were analyzed by western blot.
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important role in transcription regulation to assure
the controlled and timely termination of signaling by
irreversible destruction of the activated transcription
regulators. PCAF has been shown to be a target for the
E3 ubiquitin ligase MDM2 (50). However, the enhance-
ment of the PCAF degradation by leucine starvation
remains to be demonstrated.
Our present ﬁndings provide evidence that PCAF is
required to obtain maximal induction of CHOP transcrip-
tion in response to leucine starvation. We have recently
reported that following amino acid starvation, phosphor-
ylation of ATF2 at the CHOP AARE occurs prior to
ATF4 binding, histone acetylation, and increase in CHOP
mRNA (14). We have further shown that ATF2 is
involved in promoting the modiﬁcation of the chromatin
structure to enhance CHOP transcription (14). ATF2 was
not identiﬁed in our ATF4-TAP screen. We have recently
examined the formation of the ATF2/ATF4 heterodimer
by in vitro translated proteins in gel shift assays. ATF2
and ATF4 do not form a heterodimer that binds the
CHOP AARE sequence (data not shown). Therefore, it is
unlikely that ATF2 and ATF4 interact in vivo on the
CHOP promoter. Although it is well established that
ATF2 can interact directly with p300 and CBP coactiva-
tors (51,52), the interaction of PCAF with ATF2 on the
AARE remains to be shown. ATF4 may also participate
in the trigger mechanism of CHOP transcriptional
activation, promoting further recruitment of activator
proteins such as PCAF to the promoter. Among the
potential ATF4-binding proteins we have identiﬁed,
PCAF is the only one with HAT activity. Using a ChIP
approach, we have recently observed that p300 and CBP
are present constitutively in the CHOP AARE-binding
complex (data not shown). Whether these coactivators
interact directly with ATF4 is unanswered. Further
experiments will be required to study their role in the
amino acid regulation of CHOP transcription. Taken
together, the results demonstrate that following amino
acid starvation there is a highly coordinated time-
dependent program of interaction between a precise set
of ATF subfamily members and coactivators leading to
transcriptional activation of CHOP.
ATF4 has been shown to be a master regulator of a
number of amino acid-regulated gene transcription such
as CHOP and ASNS (1). Although CHOP and ASNS
AARE sequences exhibit some structural and functional
similarities, there are signiﬁcant diﬀerences in the mole-
cular mechanisms involved in the induction of CHOP
following amino acid starvation and those described for
ASNS. Using a ChIP approach, Chen et al. (10) did not
observe any signiﬁcant recruitment of PCAF to the ASNS
promoter in response to amino acid limitation. We show
here that PCAF is recruited speciﬁcally to the CHOP
AARE to enhance the ATF4 transcriptional activity. By
contrast, in the context of the ASNS AARE sequences,
we also observe that ATF4 did not require PCAF to
activate ASNS transcription in response to amino acid
starvation (data not shown). As suggested by Chen et al.
(10), ATF4 may act as a recruiting factor for an unknown
HAT activity making the ASNS promoter more accessible
to RNA Pol II and the general transcription machinery,
but it is clear that PCAF is not involved. It is possible
that another ATF4-interacting factor not present in the
ASNS AARE-binding complex may also be essential for
PCAF recruitment on the CHOP AARE. All these data
suggest that although most of the amino acid-responsive
genes have AARE sites that are similar in sequence,
the key regulator ATF4 and other distinct transcription
factors and coactivators may be involved in modulating
transcriptional activation. These diﬀerences in mechanism
would permit ﬂexibility among amino acid-regulated
genes in the rapidity and magnitude of the transcriptional
response for the same initial signal. Further insight into
how the transcriptional machinery assembles at the amino
acid-responsive gene promoter and modulates transcrip-
tion will improve our understanding of the molecular steps
required for nutritional control by the amino acid
response pathway.
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The integrated stress response (ISR) is defined as ahighly con-
served response to several stresses that converge to the induc-
tion of the activating transcription factor 4 (ATF4). Because an
uncontrolled response may have deleterious effects, cells have
elaborated several negative feedback loops that attenuate the ISR.
In the present study, we describe how induction of the human
homolog of Drosophila tribbles (TRB3) attenuates the ISR by a
negative feedback mechanism. To investigate the role of TRB3
in the control of the ISR, we used the regulation of gene expres-
sion by amino acid limitation as amodel. The enhanced produc-
tionofATF4uponamino acid starvation results in the induction
of a large number of target genes like CHOP (CAAT/enhancer-
binding protein-homologous protein), asparagine synthetase
(ASNS), or TRB3. We demonstrate that TRB3 overexpression
inhibits the transcriptional induction of CHOP and ASNS
whereas TRB3 silencing induces the expression of these genes
both under normal and stressed conditions. In addition, tran-
scriptional profiling experiments show that TRB3 affects the
expression of many ISR-regulated genes. Our results also sug-
gest that TRB3 and ATF4 belong to the same protein complex
bound to the sequence involved in the ATF4-dependent regula-
tion of gene expression by amino acid limitation. Collectively,
our data identify TRB3 as a negative feedback regulator of the
ATF4-dependent transcription and participates to the fine reg-
ulation of the ISR.
Cells have evolved specific signaling pathways to ensure
adaptation to stress. For example, the integrated stress
response (ISR),3 which is highly conserved from yeast to mam-
mals, integrates signaling from multiple stress pathways. The
ISR acts downstream of the eukaryotic translation initiation
factor 2 (eIF2!) phosphorylation (1–4). In mammals, distinct
stress signals activate four eIF2! kinases: PKR (activated by
double-stranded RNA during viral infection (5)), GCN2 (acti-
vated by uncharged tRNAs, adapts cells to amino acid starva-
tion (6, 7)), HRI (activated by heme deficiency (8)) and PERK
(activated by protein load in the endoplasmic reticulum, ER
stress (9)). The reversible phosphorylation on serine 51 of eIF2!
by either of these kinases inhibits initiation of mRNA transla-
tion. Although global protein synthesis is inhibited, the trans-
lation of specific mRNAs such as ATF4 is strongly induced (4).
This transcription factor plays a crucial role for the adaptation
to stresses by regulating the expression of many genes. As
shown by Harding et al. (1), ATF4 controls many genes
involved in metabolism and transport of amino acid and in
resistance to oxidative stress. In addition, several ATF4 target
genes, such as CHOP, are themselves transcription factors that
regulate the expression of a set of stress-induced target genes
and amplify the signal initiated by the original stress (10–12).
Because an uncontrolled response to stress may have delete-
rious effects, cells have elaborated a negative feedback loop that
attenuates the ISR. Indeed, in response to stresses, the induc-
tion of GADD34mediates eIF2! dephosphorylation and allows
protein synthesis to recover to translate the product of induced
genes (13, 14). These observations indicate that GADD34 con-
trols a programmed shift from translational repression to
stress-induced gene expression and reconciles the apparent
contradiction between the translational and transcriptional
arms of cellular stress responses.
In a context of amino acid starvation, it has been shown that
the expression of many genes is induced via the GCN2/ATF4
pathway. For two genes (CHOP and ASNS), a cis-acting ele-
ment involved in the transcriptional activation by leucine star-
vation was well characterized and has been respectively named
AARE (amino acid response element) (15) andNSRE (nutrient-
sensing response element) (16). Previous data from our labora-
tory (17) and others (18, 19) have shown that these elements are
able to bind ATF4.
Among the mRNA species that are induced by amino acid
limitation, the highest induction ratio was obtained for TRB3,
the mammalian homologue of Drosophila tribbles, also known
as TRIB3, NIPK, SINK, or SKIP3. An emerging literature sug-
gests that this ubiquitously expressed protein has a scaffold-like
regulatory function for a number of signaling pathways. Several
reports described TRB3 as a regulatory protein for p65/RelA
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and ATF4. Wu et al. (20) showed that TRB3 is critically
involved in a negative feedback control pathway of Nf-"B-in-
duced gene expression through the p65/RelA regulation.
Another set of publications showed that TRB3 interacts with
ATF4 and inhibits the transcriptional activity of overexpressed
ATF4 (21, 22). In addition, a recent study supports the potential
regulatory role of TRB3 under stressful conditions by demon-
strating that cellular stresses can both up- and down-regulate
TRB3 expression (23). The functional relevance of TRB3 induc-
tion during stress has been studied by Ohoka et al. (24) who
demonstrated that TRB3 is involved in the coordination of pro-
grammed cell death during ER stress. A second line of investi-
gation on TRB3 functions comes from Montminy’s laboratory
that showed that TRB3 is involved in the control of both glu-
cose and lipid metabolisms (25, 26). Indeed, they show that: 1)
TRB3 inhibits Akt activation, 2) its level is elevated during fast-
ing (27), 3) an adenovirus-mediated expression of TRB3 inmice
leads to alteration in glucose metabolism. Thus, these authors
propose that TRB3 serves as amajormodulatorymechanism in
the balance of glucose metabolism (25). Recently, the same
group demonstrated that TRB3 stimulates lipolysis by trigger-
ing the degradation of ACC (acetyl coA carboxylase) in adipose
tissue and that transgenicmice overexpressingTRB3 in adipose
tissue were protected from diet-induced obesity (26).
Taken together, published data demonstrate that TRB3 is
up-regulated by many effectors and is involved in the fine con-
trol of several signaling pathways. In the context of amino acid
regulation of gene expression, we investigated the role of TRB3
in the regulation of the ISR. We demonstrate that TRB3 is a
negative feedback regulator of ATF4-regulated transcription
and participates to the fine regulation of the amino acid
response pathway and more generally of the ISR.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Cell Culture and Treatment Conditions—All cells were cul-
tured at 37 °C/CO2 5% in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
F12 (DMEM F12) (Sigma) containing 10% fetal bovine serum.
Parental cell line, i.e. HeLa cells overexpressing Tet-repressor,
were cultured in presence of 10 #g/ml Blasticidine and tet-
TRB3myc cells in presence of 10 #g/ml blasticidine ! 100
#g/ml zeocine. When needed, tetracycline was used for 16 h at
0.1 #M. When indicated, DMEM F12 lacking leucine was used.
In all experiments involving amino acid starvation, 10% dia-
lyzed calf serumwas used. Mouse embryonic fibroblasts (MEF)
deficient in ATF4 were kindly given by Dr. D. Ron (NYU, New
York) (1).
DNA Transfection and Luciferase Assay—Cells were plated
in 12-well dishes and transfected by the calcium phosphate
coprecipitation method as described previously (15). Unless
otherwise indicated, 1 #g of luciferase plasmid was transfected
into the cells along with 0.1 #g of pCMV-$Gal, a plasmid car-
rying the bacterial $-galactosidase gene fused to the human
cytomegalovirus immediate-early enhancer/promoter region,
as an internal control. Cells were then exposed to the precipi-
tate for 16 h, washed twice in phosphate-buffered saline (PBS),
and then incubated with DMEM F12 containing 10% calf
serum. Twenty-four hours after transfection, cells were amino
acid -starved for 16 h. Cells were then harvested and luciferase
and $-galactosidase activity was measured as previously
described (28). Relative luciferase activity was given as the ratio
of relative luciferase unit/relative $-gal unit.
Plasmid Constructions—2xAARE.TK.Luciferase and NSRE1
!NSRE2.TK.Luciferase plasmids were generated as previously
described (29). pCDNA4.TO.TRB3-FL.Myc.6xHIS plasmid
was generated by cloning the full-length coding sequence of
TRB3 in frame with the Myc and His tags of the
pcDNA4.TO.Myc.6xHIS vector (Invitrogen). pBIND.Gal4-
ATF4-(1–85), pBIND. Gal4-ATF4-(1–186) and pBIND.Gal4-
ATF4-(86–186) were obtained by inserting ATF4 coding
sequence (amino acids 1–85, amino acids 1–186, and amino
acids 86–186, respectively), in-frame with the Gal4 coding
sequence in the pBIND vector (Promega).
Analysis of Gene ExpressionUsing Real Time RT-PCR—Total
RNA was prepared as previously described (30) and treated
with DNase I, Amp Grade (Invitrogen) prior to cDNA synthe-
sis. RNA integrity was electrophoretically verified by ethidium
bromide staining. RNA (0.5 #g) was reverse-transcribed with
100 units of Superscript II plus RNase H" Reverse Tran-
scriptase (Invitrogen) using 100 #M random hexamer primers
(Amersham Biosciences), according to the manufacturer’s
instructions. Primers for mouse sequences (used in ATF4!/!,
ATF4"/"MEFs): CHOP (forward primer, 5#-CCTAGCTTGG-
CTGACAGAGG-3#; reverse primer, 5#-CTGCTCCTTCTCCT-
TCATGC-3#), ASNS (forward primer, 5#-TACAACCACAAGG-
CGCTACA-3#; reverse primer, 5#-AAGGGCCTGACTCCATA-
GGT-3#), TRB3 (forward primer, 5#-CAGGAAGAAACCGTTG-
GAGTT-3#; reverse primer, 5#-TTGCTCTCGTTCCAAAA-
GGA-3#) and primers for human sequences (used in HeLa cells
and their derivatives): CHOP (forward primer, 5#-CAGAACCA-
GCAGAGGTCACA-3#; reverse primer, 5#-AGCTGTGCCACT-
TTCCTTTC-3#), ASNS (forward primer, 5#-ATCACTGTCGG-
GATGTACCC-3#; reverse primer, 5#-CTTCAACAGAG-
TGGCAGCAA-3#), TRB3 (forward primer, 5#-TGGTACCCAG-
CTCCTCTACG-3#; reverse primer, 5#-GACAAAGCGACACA-
GCTTGA-3#)were used and yieldedPCRproducts of approxima-
tively 200 bp in size. To control for RNA quality and cDNA
synthesis, $-actin mRNA was also amplified (mouse: forward
primer, 5#-TACAGCTTCACCACCACAGC-3#; reverse primer
5#-AAGGAAGGCTGGAAAAGAGC-3#; human: forward
primer, 5#-CTCGCAGGTCAAGAGCAAG-3#; reverse primer
5#-GACAGCTGCTCCACCTTCTT-3#). Real-time quantita-
tive PCR was carried out using a LightCyclerTM System (Roche
Applied Science) as described previously (17). Relative results
were displayed as relative levels of CHOP, ASNS, or TRB3 per
$-actin.
Antibodies—The ATF4 sc-200 antibody, purchased from
Santa Cruz Biotechnology, Inc, was used for ChIP and immu-
noblot experiments. The TRB3 antibody was purchased from
Calbiochem, the c-Myc antibodywas fromSigma, and the$-ac-
tin antibody was from Santa Cruz Biotechnology, Inc.
The antibodies used for acetylated histone immunoprecipi-
tation were acetylated histone H3, 06-599 that recognizes
acetylated H3 at Lys-9 and Lys-14 and acetylated histone H4,
06-866 that recognizes acetylated H4 at Lys-5, -8, -12, and -16
from Upstate Biotechnology (Charlottesville, VA).
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Immunoblot Analysis—Nuclear extracts for the detection of
ATF4, mouse TRB3, and Myc-tagged TRB3 were obtained as
follow: Cells were lysed for 5 min at 4 °C in Harvest buffer (10
mM HEPES pH 7.9, 50 mM NaCl, 0.5 M sucrose, 0.1 mM EDTA,
0.5% Triton X-100, 1 mM dithiothreitol, 1 mM PMSF, protease
inhibitor cocktails from Sigma). Intact nuclei were pelleted at
1000 rpm then washed in 500 #l of buffer A (10 mMHEPES pH
7.9, 10mMKCl, 0.1mMEDTA, 0.1mMEGTA, 1mMDTT, 1mM
PMSF, protease inhibitor cocktails from Sigma). Nuclei pellets
were then lysed 15 min at 4 °C in Buffer C (10 mM HEPES pH
7.9, 500 mMNaCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.1% Nonidet
P-40, 1mMDTT, 1mMPMSF, protease inhibitor cocktails from
Sigma). Whole cell extracts for the detection of human TRB3
were obtained by lysis for 15 min on ice in radioimmune pre-
cipitation assay buffer (10mMTris, pH 7.5, 100mMNaCl, 1mM
EDTA, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS,
1 mM PMSF, protease inhibitor cocktails from Sigma). 20–50
#g of proteins were resolved by SDS-polyacrylamide gel elec-
trophoresis and transferred onto a nitrocellulose membrane.
Protein loading was controlled by Ponceau staining. Mem-
branes were incubated in blocking solution (5% nonfat milk
powder in PBS, 0.02%Tween) for 1 h at room temperature. The
blots were then incubated with primary antibody in blocking
solution overnight at 4 °C.Antibodieswere diluted according to
the manufacturer’s instructions. The blots were washed three
times in PBS 0.02% Tween and incubated with the appropriate
horseradish peroxidase-conjugated antibody (1:10000) from
Cell Signaling Technology in blocking buffer for 1 h at room
temperature. After three washes in PBS 0.02% Tween, the blots
were developed using the enhanced chemiluminescence (ECL)
detection system (Amersham Biosciences).
ChIP Analysis—ChIP analyses were performed according to
the protocol of Upstate Biotechnology, Inc. with minor modi-
fications (31). Cells were seeded at 1 $ 106/100-mm dish with
DMEM F12 and grown for 24 h. Cells were transferred to fresh
DMEMF12 12 h before transfer to either complete DMEMF12
or DMEM F12 lacking leucine for the time period indicated in
each figure. Protein-DNA cross-link was performed by adding
formaldehyde directly to the culture medium to a final concen-
tration of 1% and then stopped 8 min later by the addition of
glycine to a final concentration of 0.125 M. Cross-linked chro-
matin was sonicated using a Vibra cell sonicator (Bioblock Sci-
entific Technology) for ten bursts of 30 s at power 2 with 1 min
cooling on ice between each burst. Extracts from 1$ 106 HeLa
cells or MEF were incubated with 5 #g of antibody. The anti-
body-bound complex was precipitated by protein A-agarose
beads (Upstate Biotechnology). The DNA fragments in the
immunoprecipitated complex were released by reversing the
cross-linking overnight at 65 °C and purified using a phenol/
chloroform extraction and ethanol precipitation. Real-time
quantitative PCRwas performed by using a LightCycler (Roche
Applied Science) and a SYBR-Green-I-containing PCR mix
(Qiagen), following the recommendations of themanufacturer.
The immunoprecipitated material was quantified relative to a
standard curve of HeLa or MEF genomic DNA. Primers used
were the following: human CHOP AARE, 5#-AAGAGGCTCA-
CGACCGACTA-3# and 5#-ATGATGCAATGTTTGGCAAC-
3#; mouseCHOPAARE (amplicon B), 5#-GGGCAGACAAGT-
TCAGGAAG-3# and 5#-ATGATGCAATGTTTGGCAAC-3#;
mouse CHOP amplicon A, 5#-TCCCCAAGAGAACAAAC-
ACC-3#, and 5#-CGGACCTGACATTCCTGACT-3#; mouse
CHOP amplicon C, 5#-TAGAAGGGAGAGGCTGAGCA-3#
and 5#-CCAATGGCTTCCTGTTTCAT-3#; mouse ASNS
NSRE, 5#-CAGAACACCTCCTGGCTCTC-3# and 5#-CCGC-
TTGCCACCTTAGAGT-3#; human ASNSNSRE, 5#-AACAA-
AAGAGCTCCTCCTTGC-3# and 5#-AGGGATGTGGACA-
GCTTGAC-3#. The reactions were incubated at 95 °C for 15
min to activate the polymerase, followed by amplification at
95 °C for 15 s, 55 °C for 20 s and 72 °C for 20 s for 45 cycles. After
PCR, melting curves were acquired by stepwise increases in the
temperature from 65 to 95 °C to ensure that a single product
was amplified in the reaction. The results are expressed as the
ratio to input DNA. Samples are the means from at least three
independent immunoprecipitations.
Sequential ChIP Analysis—The chromatin extraction and
the first immunoprecipitation were performed as described in
the previous paragraph. The immunoprecipitated samples
were incubated for 5 min at 65 °C in elution buffer (0.1 M
NaHCO3, 1% SDS), and the supernatants were used for a sec-
ond immunoprecipitation.
siRNA Preparation and Transfection—siRNA corresponding
to human TRB3 mRNA (5#-CGCUGACCGUGAGAGGAAG-
dTdT-3# and 5#-CUUCCUCUCACGGUCAGCGdTdT-3#)
were designed. A control siRNA (5#-CGCUGACCGUGAAA-
GAAAGdTdT-3# and 5#-CUUUCUUUCACGGUCAGCGd-
TdT-3#) was used as a negative control. siRNA experiments
were performed as described previously (17). Cells were plated
in 6-well plates and transfected 24 h later with 2 #g of siRNA
and 1 #g of luciferase reporter plasmid when applicable, using
the calcium phosphate precipitation. 24 h post-transfection,
cells are incubated in either DMEM or leucine-free DMEM for
4 or 16 h then harvested either for luciferase assays or for anal-
ysis of gene expression using qRT-PCR, as described above.
Microarray Experiments—Total RNA from eitherMEFs cells
(ATF4!/! orATF4"/" cells), parental cell line or tet-TRB3myc
cells were isolated using RNeasy mini kit (Qiagen). cRNA tar-
gets were synthesized and hybridized according to the manu-
facturer’s instructions (Agilent). Mouse microarrays were pro-
vided from Re´seau National des Ge´nopoles (Evry, France) and
human microarrays were from Agilent Technology. The slides
were scannedwith anAffimetrix 428 scanner (Affimetrix, Santa
Clara, CA) using appropriate gains on the photomultiplier
(PMT) to obtain the highest intensity without saturation. Gene
expression values were background corrected and normalized
using the Genepix software and Lowess normalization. We
used a Student’s t test with Bonferroni adjustment (with a p
value of %0.01) and a ratio cut-off of &2 to identify genes dif-
ferentially expressed by leucine starvation in ATF4!/! and tet-
TRB3myc cells.
RESULTS
TRB3 Induction following Amino Acid Starvation Is
ATF4-dependent—To better define the role of the GCN2/
ATF4 pathway, we screened genes induced by amino acid star-
vation. In our experimental conditions, TRB3 has been identi-
fied as the most induced transcript following amino acid
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starvation (data not shown). To better characterize the regula-
tion of TRB3 by amino acid starvation, we first analyzed the
kinetic of TRB3 expression in response to leucine starvation.
Wild-type mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were incu-
bated in either DMEM (control medium) or leucine-free
DMEM (leucine-free medium) for 1–8 h and the protein level
of TRB3wasmeasured byWestern blot. TRB3was not detected
in control cells but was induced following a leucine starvation
for 2–8 h (Fig. 1A). TRB3 induction by amino acid starvation is
not restricted toMEF cells nor to leucine starvation since it was
observed in different cell lines and for different essential amino
acids limitation (data not shown).
The expression of TRB3 protein was delayed compared with
that of ATF4, consistent with the hypothesis that TRB3 is
downstream of ATF4. To investigate the dependence of TRB3
toward ATF4, the TRB3 mRNA level was measured by quanti-
tative RT-PCR after leucine starvation, in ATF4!/! or
ATF4"/" MEFs (Fig. 1B). TRB3 mRNA accumulation was
detectable as soon as 1 h after leucine starvation in ATF4!/!
cells and reached a plateau after 2 h. In ATF4"/" cells, the
steady state level of TRB3 mRNA was undetectable, further-
more no induction was observed following leucine starvation.
Because TRB3 induction following amino acid starvation was
found to be entirely ATF4-dependent, we checked whether
another stress known to induce ATF4, was also able to induce
TRB3. For that purpose ATF4!/! or ATF4"/" MEFs were
treated for 4 h with 200 nM thapsigargin, a drug causing an ER
stress. Thapsigargin also strongly induced TRB3 mRNA in
ATF4!/! cells whereas no induction was observed in ATF4"/"
cells (Fig. 1C).
Overexpression of TRB3 Inhibits CHOP and ASNS Induction
by Leucine Starvation—Ord et al. (21) have shown that TRB3
interacts with ATF4 and inhibits ATF4 transcriptional activity
measured by using reporter gene assays. To investigate the role
of TRB3 on the regulation of gene expression by amino acid
starvation, a TRB3-inducible cell line was generated. HeLa cells
expressing the Tet-repressor were transfected with a plasmid
(pCDNA4.TO.TRB3-FL.Myc.6xHIS) containing an in-frame
C-terminal fusion of human TRB3 with a peptide encoding the
c-myc epitope and a polyhistidine (His6) tag, driven by a hybrid
promoter consisting of the human cytomegalovirus immedi-
ate-early (CMV) promoter and tetracycline operator 2 (TetO2)
sites. The Zeocin-resistant stable cell line obtained was subse-
quently named “tet-TRB3myc” cell line. Tet-TRB3myc cell line
and its parental counterpart were pretreated or not for 16 h
with 0.1#M tetracycline and then incubated in either control or
leucine-free medium for 4 h. A Western blot analysis showed
that a Myc-tagged-TRB3 was strongly expressed following a
tetracycline treatment in the presence or absence of leucine in
the tet-TRB3myc cell line, whereas no tagged protein was
observed in the parental cell line (Fig. 2A). Because tetracycline
could interfere with the protein synthesis machinery, we made
sure that 0.1 #M tetracycline for 16 h did not affect ATF4
expression in both parental and tet-TRB3myc cells. Finally,
using an antibody specific for humanTRB3, we showed that the
level of TRB3-Myc overexpression upon tetracycline induction
and the endogenous TRB3 level observed after amino acid star-
vation were expressed at the samemagnitude (data not shown).
This observation indicates that the effects of TRB3 induction
are physiologic and not pharmacologic.
To determine whether TRB3 could affect the induction of
genes known to be induced by amino acid starvation in a
GCN2/ATF4-dependent way, we measured, by quantitative
RT-PCR, CHOP andASNSmRNA levels in tet-TRB3myc cells.
In the experiment described in Fig. 2B, tet-TRB3myc cells were
pretreated or not for 16 h with 0.1 #M tetracycline and then
incubated in either control or leucine-free medium for 1–8 h.
We found that CHOPmRNA was induced up to 9-fold follow-
ing leucine starvation in untreated cells, whereas in cells treated
with tetracycline (i.e. overexpressing TRB3), the induction by
leucine starvation was strongly reduced (induction ratio %3).
The results were even clearer for ASNS mRNA, whose induc-
tion by leucine starvation was completely abolished by TRB3
overexpression. This difference in sensitivity toward TRB3
between CHOP and ASNS could be explained by the existence
of other mechanisms that may regulate CHOP expression in
response to leucine starvation (i.e.mRNA stabilization) (15).
Because the ISR can be turned-on in response to various
stimuli, we checked the effects of TRB3 on ASNS expression in
cells submitted to an ER stress. Fig. 2C shows that ASNS induc-
FIGURE1. Inductionof TRB3mRNAby leucine starvation.A, MEF cellswere
incubated either in DMEM/F12 (!leucine) or in DMEM/F12 lacking leucine
("leucine) and harvested after the indicated incubation times. Nuclear
extracts were prepared, and immunoblots against ATF4 and TRB3 were
performed as described under “Experimental Procedures.” B, ATF4!/! or
ATF4"/" cells were incubated either in DMEM/F12 (control, black dots, or
squares) or in DMEM/F12 lacking leucine ("leucine, gray dots or squares) and
harvested after the indicated incubation times. Total RNA was extracted and
qRT-PCR were performed as described under “Experimental Procedures.”
C, ATF4!/! or ATF4 "/" cells were incubated in DMEM/F12 containing (gray
bars) or not (black bars) 200 nM thapsigargin, and harvested after 4 h. Total
RNA was extracted, and qRT-PCR was performed as described under “Exper-
imental Procedures.”
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tion by thapsigargin was abolished when TRB3 was overex-
pressed. In this experimentwedid notmeasuredCHOPexpres-
sion because, in addition to the ATF4 pathway, ER stress
activates other signaling processes regulating CHOP transcrip-
tion (two ERSE (ER stress element) have been characterized in
the CHOP promoter) making the results difficult to interpret.
Taken together, the results presented in Fig. 2, B and C show
that TRB3 overexpression inhibits the mRNA accumulation of
CHOP and ASNS in response to amino acid starvation or ER
stress.
To investigate whether the inhibitory effect of TRB3 acts by
regulating the AARE-dependent transcription, we studied the
regulation of a luciferase reporter gene driven by a minimum
TK promoter flanked by 2 copies of either AARE (2xAARE.
TK.Luciferase) or 1 copy of each NSRE (NSRE1 ! NSRE2.TK.
Luciferase). These constructs were transiently transfected into
tet-TRB3myc or into parental cells and the luciferase expres-
sion wasmeasured in response to 16-h leucine starvation in the
presence or not of tetracycline (Fig. 2D). As previously
observed, leucine starvation strongly induced both AARE and
NSRE1 ! 2 transcriptional activity in untreated cells. In con-
trast, when TRB3 was ectopically induced by tetracycline treat-
ment, little to no induction was observed. These data show that
TRB3-dependent inhibition of CHOP and ASNS expression is
the consequence of the inhibition of the AARE-dependent
transcription.
Inhibition of TRB3 Potentiates ATF4 Target Gene Induction
by Leucine Starvation—We formulated the hypothesis that a
shut down of TRB3 by RNAi would lead to an overinduction of
ATF4 target genes expression upon leucine starvation. First, we
checked the efficiency of the TRB3 RNAi byWestern blot (Fig.
3A) and qRT-PCR (Fig. 3B, first panel) in control and leucine-
starved cells. HeLa cells were transfected either with TRB3
RNAi or Control RNAi, then incubated in either control or
leucine-free medium for 16 h. Fig. 3, A and B shows that TRB3
was strongly induced by leucine starvation in cells treated by
Control RNAi, whereas both basal and induced level of TRB3
were strongly diminished in cells treated with TRB3 RNAi. In
the same experiment, we then measured ASNS mRNA and
found that both basal and induced (leucine starvation) levels of
ASNS were increased (respectively 4 and 2 times) when cells
were treated with TRB3 RNAi compared with control RNAi.
We then examined the effect of TRB3 RNAi on the AARE-
dependent response to leucine starvation using the 2xAARE.
TK.Luciferase and NSRE1 ! 2.TK.Luciferase constructs.
These constructs were transiently transfected into HeLa cells
and luciferase measured in control and leucine-starved cells.
For both constructs, the basal and the induced (leucine starva-
tion) activities were enhanced when cells were treated with
TRB3 RNAi compared with control RNAi (Fig. 3C). Taken
together these results show that TRB3 is induced by the ISR
pathway and represses the ATF4/AARE-dependent transcrip-
tion. Therefore, TRB3 is a negative feedback regulator of the
GCN2/ATF4 pathway.
TRB3 Is Associated with ATF4 in the Protein Complex Bound
to theAARE—Themolecularmechanismresponsible forTRB3-
dependent inhibition of the GCN2/ATF4 pathway is not
known. One can raise several hypotheses for the mode of TRB3
action. First, upon binding of TRB3 to ATF4, ATF4 might be
degraded or destabilized. This hypothesis is coherent with the
characteristics of theDrosophilaTRB3 ortholog Tribble, which
has been shown to increase the ubiquitination and degradation
of the slbo protein, a C/EBP transcription factor involved in cell
migration during oogenesis (32). However, in mammals, TRB3
FIGURE 2.Overexpression of TRB3 inhibits CHOP and ASNS induction by
leucine starvation. A, characterization of the tet-TRB3myc cell line: parental
or tet-TRB3myc cells were pretreated in DMEM' tetracycline 0.1#M for 16 h,
then incubated in DMEM/F12 (!leucine) or in DMEM/F12 lacking leucine
("leucine) and harvested after 4 h. Nuclear extracts were prepared and
immunoblot against ATF4 (bottom panel) and Myc (top panel) were per-
formed as described under “Experimental Procedures.” B, tet-TRB3myc cells
were pre-treated in DMEM' tetracycline 0.1#M for 16 h (white or black dots),
then incubated in DMEM/F12 (!leucine, black dots or squares) or in DMEM/
F12 lacking leucine (-leucine, white dots or square) and harvested after the
indicated incubation times. Total RNA was extracted, and qRT-PCR was per-
formed as described under “Experimental Procedures.” C, tet-TRB3myc cells
were pretreated in DMEM ' tetracycline 0.1 #M for 16 h, then incubated in
DMEM/F12 (control,black bars) or inDMEM/F12 containing 200nM thapsigar-
gin (Tg, gray bars) and harvested after 4 h. Total RNA was extracted, and
qRT-PCR were performed as described under “Experimental Procedures.”
D, parental or tet-TRB3myc cells were transfected with a reporter plasmid
containing either 2 copies of the CHOP AARE ("313 to"295) inserted 5# to
the TK promoter driving luciferase gene (2xAARE.TK.Luc) or ASNS NSRE1 !
NSRE2 inserted 5# to the TK promoter driving luciferase gene (NSRE1 !
2.TK.Luc). Sixteen hours post-transfection, cells were pretreated in DMEM
' tetracycline 0.1#M for 8 h, then incubated in DMEM/F12 (Control' Tet 0.1
#M, black bars) or in DMEM/F12 lacking leucine ("leucine' Tet 0.1 #M, gray
bars) and harvested after 16 h for preparation of cell extracts and determina-
tion of luciferase activity as described under “Experimental Procedures.”
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does not seem to play a role in protein degradation. Indeed,
TRB3 has been shown to interact withCHOP andATF4 but did
not promote their degradation (21, 24). Our results confirm
these observations since the elevation of TRB3 in leucine-de-
pleted tet-TRB3myc cells treated with tetracycline did not alter
the level of ATF4 (Fig. 2A).
Our second hypothesis was that TRB3 might affect ATF4
binding to the AARE. Indeed, leucine starvation triggers ATF4
expression, which then binds to the AARE sequence, in con-
junction with other transcription factors, to regulate target
genes (17). To determine whether ATF4 binding is affected by
TRB3 overexpression, tet-TRB3myc cells were pretreated or
not for 16 h with 0.1 #M tetracycline and then incubated in
either control or leucine-free medium for 2 h. By using anti-
ATF4 ChIP experiments, we found that TRB3 does not affect
ATF4 binding on bothCHOPAARE andASNSNSRE (Fig. 4A).
Because TRB3 does not prevent ATF4 binding on its DNA
cis-element, we can hypothesize that TRB3 might bind ATF4
on DNA. To check this hypothesis, cells were incubated for 4 h
in either control or leucine-free medium then cells were har-
vested and ChIP experiment performed using anti-ATF4 and
anti-TRB3 antibodies. Firstly, ChIP assayswere performedwith
primer sets covering either the 5# region (amplicon A), the
AARE (amplicon B), or the first intron (amplicon C) of the
CHOP gene (Fig. 4B). The results show a dramatic increase in
bothATF4 andTRB3 binding to theAARE (ampliconB) follow-
ing leucine deprivation (Fig. 4C). Furthermore, binding of
ATF4 and TRB3 on the 5# region and in the first intron of
CHOP was very low and not induced by leucine starvation.
Taken together these results suggest that ATF4 and TRB3 bind
the CHOP gene specifically on the AARE region.
Secondly, to validate thatATF4 andTRB3belong to the same
protein complex that bind the AARE, we performed sequential
immunoprecipitations of chromatin with both antibodies
(sequential ChIP). A first immunoprecipitation was performed
with the anti-TRB3 antibody. After elution, a second immuno-
precipitation was carried out with the anti-ATF4 antibody.
Appropriate control experiments were performed (no antibody
or anti-TRB3 as second antibody). Fig. 4D shows that both the
CHOP AARE and the ASNS NSRE1 regions are immunopre-
cipitated from the leucine-deprived cell when anti-TRB3 and
anti-ATF4 antibodies were used in the sequential ChIP exper-
iment. These results suggest thatTRB3 andATF4 are present in
the same protein complex that binds to the DNA cis-response
element.
TRB3 Inhibits ATF4-dependent Transcription Independently
of ATF4-specific Partners—Because TRB3 inhibits transcrip-
tion by binding to the ATF4 protein complex bound on DNA,
one can speculate about themolecular mechanisms involved in
this process. Either it affects chromatin structure (via post-
translational regulation of histones) or it interferes with the
cross-talk between ATF4 and the transcription apparatus.
Chen et al. (33) demonstrated a significant change in ASNS
promoter histone acetylation during amino acid deprivation
(increase in histone H3 and H4 acetylation). Therefore, using
ChIP experiments, we investigated the effects of TRB3 overex-
pression on histone acetylation and found that H3 and H4
acetylation onASNS promoter observed following leucine star-
FIGURE 3. Inhibition of TRB3 potentiates CHOP and ASNS induction by
leucine starvation. A and B, HeLa cells were transfected with either Con-
trol siRNA (CTRL) or TRB3 siRNA (TRB3). 24 h post-transfection, cells were
incubated in either DMEMor leucine-free DMEM for 4 h, then harvested (A)
for analysis of TRB3, and$-actin protein expression (a quantification of the
blot is shown as a histogram) or (B) for analysis of gene expression using
qRT-PCR, as described under “Experimental Procedures.” C, HeLa cells
were transfected with either Control siRNA (CTRL) or TRB3 siRNA (TRB3)
together with a reporter plasmid containing either 2 copies of the CHOP
AARE ("313 to "295) inserted 5# to the TK promoter driving luciferase
gene (2xAARE.TK.Luc) or ASNS NSRE1 ! NSRE2 inserted 5# to the TK pro-
moter driving Luciferase gene (NSRE1! 2.TK.Luc). 24 h post-transfection,
cells were incubated in either DMEM (Control, black bars) or leucine-free
DMEM ("Leucine, gray bars) for 16 h then harvested for preparation of cell
extracts and determination of luciferase activity as described under
“Experimental Procedures.”
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vation were not affected by TRB3 overexpression (data not
shown). Similar data were observed with CHOP promoter (not
shown). Chromatin structure (i.e. modification of histone
acetylation) does not seem to be involved in the TRB3-depend-
ent inhibition of ASNS transcription upon amino acid starva-
tion. This finding is coherent with the fact that this inhibition is
also observed on exogenous plasmid constructs.
We can then hypothesized that TRB3 could interfere with
the cross-talk between ATF4 and some of its partners (either
specific or general). Indeed, ATF4
has been shown to interact with
general partners such as proteins
belonging to the transcription initi-
ation complex such as CBP, TFIIB,
TBP (34). In addition, ATF4 is a
b-zip transcription factor binding to
DNA as a dimer with a specific tran-
scription factor, which can be differ-
ent according to the context. To test
whether specific partners of ATF4
are involved during amino acid star-
vation, we measured the effect of
TRB3 on ATF4-dependent tran-
scription in an artificial context
lacking any specific factor. For that
purpose, we used a one-hybrid sys-
tem inwhich onlyATF4 and general
factors are present and in which any
factor specifically interacting with
ATF4 in the context of amino acid
starvation are absent. A construct
(pBIND.Gal4-ATF4-(1–186)) ex-
pressing a fusion protein consti-
tuted of the yeast GAL4 DNA-bind-
ing domain and the transcriptional
activation domain of ATF4 (amino
acids 1–186) was co-expressed with
a plasmid expressing the luciferase
reporter gene under the control of
five GAL4 binding sites (pG5-luc).
Then we studied the expression of
luciferase by ATF4-Gal4 in pres-
ence or not of TRB3. Because it was
previously shown that TRB3 inter-
acts with ATF4 between the amino
acids 50 and 125, we have generated
two control constructions (Fig. 5A).
The first one, (pBIND.Gal4-ATF4-
(1–85) expresses the GAL4 DNA
binding domain fused to a short
domain of ATF4 that maintains a
functional transcriptional activa-
tion domain but does not interact
with TRB3. The second one,
(pBIND.Gal4-ATF4-(86–186))con-
tains the domain ofATF4 that inter-
acts with TRB3 and was deleted of
theN-terminal region.According to
Liang and Hai (34) ATF4 contains several transcriptional acti-
vation domains; therefore, this fusion protein should still be
able to activate transcription. As expected, Fig. 5 shows that any
domain of ATF4 fused toGAL4 resulted in transcriptional acti-
vation of the firefly luciferase reporter gene as compared with
GAL4 alone (pBIND). Moreover, we found that the concomi-
tant overexpression of TRB3 strongly decreases the transacti-
vation by the GAL4-ATF4-(1–186) and GAL-ATF4-(86–186)
constructs whereas it has no effect on the GAL4-ATF4-(1–85)
FIGURE4.TRB3 isassociatedwithATF4 in thecomplexboundtoDNA.A, Tet-TRB3myccellswerepretreated
in DMEM ' tetracycline 0.1 #M for 16 h, then incubated in DMEM/F12 (Control, black bars) or in DMEM/F12
lacking leucine ("leucine, gray bars) for 2 h. Chromatin immunoprecipitation analysis was performed as
described under “Experimental Procedures” using antibodies specific for ATF4. B, scheme of themouse CHOP
gene indicating the different amplicons produced for the ChIP analysis. The AARE is boxed in gray. C and D,
MEFs cells were incubated in DMEM/F12 (Control, black bars) or in DMEM/F12 lacking leucine ("leucine, gray
bars) for 4 h. C, chromatin immunoprecipitation analysis or (D) sequential chromatin immunoprecipitation
analysis were performed as described under “Experimental Procedures.”
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construct that cannot bind TRB3 (Fig. 5). These results dem-
onstrate that binding of TRB3 to ATF4 inhibits ATF4 trans-
activating activity independently of any specific partner. We
can then conclude that specific transcription factor partner
of ATF4 as well as the chromatin context is not involved in
the TRB3 effect. Therefore, it is likely that TRB3 affects the
ATF4-dependent transcription by interfering with the asso-
ciation of coactivator(s) or by recruiting corepressor(s) to
DNA.
Transcriptional Profiling Shows That TRB3 Affects the
Expression of Many Genes Regulated upon the Activation of
the GCN2/ATF4 Pathway—It has been previously shown that
the ATF4-mediated ISR controls the expression of many genes
involved in amino acid metabolism and resistance to oxidative
stress in various cell types (1). Using gene expression microar-
ray, we investigated the importance of TRB3 regulatory effects
on ATF4-dependent genes. In our study, we used a Student’s t
test with Bonferroni adjustment (with a p value of%0.01 and a
ratio cut-off of&2) to identify genes differentially expressed by
leucine starvation, and we measured both their dependence
toward ATF4 and the effect of TRB3 overexpression on their
amino acid-dependent regulation.
First of all, we controlled that tetracycline, by itself, does not
regulate gene expression by comparing the profile of genes
expressed in parental cells untreated and treated with 0.1 #M
tetracycline for 16 h. No genes were found to be down-regu-
lated by tetracycline and few genes were slightly induced. If
anything, this could only decrease the importance of the inhib-
itory effects of TRB3 (not shown). We also checked whether
TRB3 overexpression by itself affects the expression of genes by
comparing the profile of genes expressed in tet-TRB3myc
cells untreated and treated with 0.1 #M tetracycline for 16 h.
We found that TRB3 overexpression induces slightly few
genes (induction ratio below 2). However, among the genes
up-regulated by leucine starvation, none of them was found
to be regulated by TRB3 overexpression alone (results not
shown).
To determine the dependence toward ATF4 and the effect of
TRB3 overexpression, we compared data from ATF4!/! and
ATF4"/" cells to data from tet-TRB3myc cells treated or not by
tetracycline. Because it was necessary to use two different cell
lines (dependence toward TRB3 is determined by using human
HeLa cells and dependence toward ATF4 by using MEFs), we
restrained the comparison to genes induced by leucine starva-
tion in both models. We found 40 genes induced more than
2-fold by a 4-hour leucine starvation in both cell line (Table 1).
Among these 40 genes, 34 are ATF4-dependent genes (Table 1,
highlighted in yellow) and 6 genes are totally or partially ATF4-
independent (Table 1 highlighted in dark or clear green, respec-
tively). In regard to TRB3 effects, we considered that a gene is
not affected byTRB3 overexpressionwhenmore than 75%of its
induction upon leucine starvation is maintained in cells over-
expressing TRB3. Twenty-six genes are not affected by TRB3
overexpression (Table 1 highlighted in purple) whereas the
induction ratio of 14 genes is decreased (Table 1 highlighted in
sharp yellow).
If we now focus on theATF4-dependent genes, we found that
41% of the ATF4-dependent genes are affected by TRB3 and
100% of the genes affected by TRB3 are indeed ATF4-depend-
ent genes. On the other hand, all the ATF4-independent genes
are unaffected byTRB3. It is noticeable, that the effects of TRB3
would appear underestimated because the induction of certain
genes by leucine starvation may be only partially ATF4-
dependent rendering the consequence of TRB3 expression dif-
ficult to measure. We can conclude that TRB3 plays a broad
role in down-regulating a large panel of the ATF4-dependent
genes.
DISCUSSION
In this article, we show that TRB3 inhibits via a feed-back
mechanism, the ISR. Indeed, TRB3 is induced by ISR (ER stress
or amino acid starvation) via an ATF4-dependent pathway,
then TRB3 overexpression strongly inhibits the ATF4-depend-
ent transcription. At the molecular level, our results suggest
that TRB3 belongs to the ATF4 complex bound on its DNA
target and inhibits transcription. In the context of genes regu-
lated by amino acid starvation, transcriptional profiling exper-
iment shows that TRB3 represses numerous ATF4-induced
genes.
Our results also demonstrate that TRB3 is involved in the
control of the basal level of gene expression under control/
unstressed conditions. Indeed, in non-stimulated cells, whereas
endogenous TRB3 is expressed at a very low level, its invalida-
tion by siRNA increases about 4-fold the basal level of ASNS
(Fig. 4). A more modest increase in the basal level of CHOP
expression was also found (data not shown). Therefore, based
FIGURE 5. Effect of TRB3 on the transactivating activity of ATF4. A, sche-
matic representation of Gal4-ATF4 fusion constructs used in B. B, HeLa cells
were transfected with a reporter plasmid (pGl5.Luc) containing 5 GAL4 bind-
ing sites upstream of the luciferase gene together with pBIND vectors (either
pBIND, expressingGal4; pBIND-ATF4-(1–85), expressing an in-frame fusionof
Gal4with the85 first aminoacids ofATF4; pBIND-ATF4-(1–186), expressingan
in-frame fusion of Gal4 with the 186 first amino acids of ATF4 or pBIND-ATF4-
(86–186), expressing an in-frame fusion of Gal4 with the amino acids 86 to
186 of ATF4) and an expression vector, pcDNA4 TO Myc His (either empty,
blackbars, or expressing full-lengthTRB3,graybars). Cellswereharvested40h
post-transfection for preparation of cell extracts and determination of lucif-
erase activity as described under “Experimental Procedures.”
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on the example of these two ATF4-regulated genes, our results
demonstrate that TRB3 finely controls the expression level
of genes regulated by ATF4 under both stressed and
unstressed conditions. Because ATF4 is implicated in many
biological processes such as memory formation (35), mam-
malian development (36, 37) amino acid metabolism, and
resistance to oxidative stress (1) we can expect that TRB3
also participates to the fine regulation of these physiological
processes.
Although TRB3 is conserved in many species, the molec-
ular mechanisms involved in the TRB3-dependent regula-
tion of gene expression appear to be different between
insects and mammals. In Drosophila, tribbles has been
shown to increase specific protein degradation (32). How-
ever, in mammals, TRB3 does not seem to play a role in
protein degradation. Indeed, published data (21, 24) and our
results indicate that ATF4 degradation does not account for
the inhibitory effect of TRB3 on ATF4 transactivation.
Rather, our data suggest that TRB3 inhibits ATF4 by binding
its N-terminal region directly on the DNA cis-element. It is
thus likely that TRB3 inhibits ATF4 transactivation by inter-
fering with the association/recruitment of coactivator(s)/
corepressor(s) to DNA such as CBP, TBP, TFIIB, and RAP30
(34).
Data from literature described TRB3 as a “scaffold-like reg-
ulatory protein” for a number of signaling pathways (38). This
characteristic is confirmed by the transcriptional profiling
experiment, which demonstrate that overexpression of TRB3
alone does not significantly regulate gene expression. One of
the known functions of TRB3 concerns the control of apopto-
sis. Particularly, Ohoka et al. (24) have recently shown that
TRB3 is involved in the control of cell death during ER stress.
ATF4 and CHOP have been shown to be inducers of apoptosis
and p65 generally promotes survival. Because TRB3 have been
shown to regulate these factors, it is tempting to speculate that
TRB3 may be a decision point between these two cellular
responses under stress conditions. Our results, showing that
TRB3 inhibits the ISR via a feedback mechanism reinforce the
hypothesis that TRB3 could be a sensor for ER stress-induced
apoptosis. Particularly, in case of a mild activation of the ISR,
the induced TRB3 blocks the expression of ATF4-dependent
genes. However, the role of TRB3 appears much more com-
plex because Ohoka et al. (24) showed that ectopic TRB3
overexpression increased cell death in response to high con-
centration of tunicamycin. One can conclude that, in case of
intense ER stress, TRB3 could cause apoptosis by a function/
mechanism different from the inhibition of ATF4-depend-
ent transcription. Because (i) ER stress regulates at least 3
identified signaling pathways and (ii) apoptosis is regulated
by the interaction of several pathways, the precise knowledge
of the role of TRB3 in the control of apoptosis remains to be
clarified.
TABLE 1
List of genes induced at least 2-fold by amino acid starvation in both tet-TRB3myc and ATF4!/! cells
-Fold induction is the mean of the ratio of the hybridization signals in -leucine versus control cells (-leu/ctrl). The dependency of each gene either toward ATF4 or toward
TRB3 is color-coded as indicated under the table.
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At a physiological level, the Montminy group showed new
roles for TRB3. They established that TRB3 inhibits Akt activa-
tion by insulin in liver (25) and inhibits ACC in adipose tissue
(26), suggesting a role ofTRB3 in lipid and glucidesmetabolism.
Two observations reinforced their data: (i) TRB3 expression
was shown to be strongly affected in the case of obesity or insu-
lin resistance and (ii) a polymorphism in the TRB3 gene is asso-
ciatedwith insulin resistance and cardiovascular risk in humans
(39). The mechanisms involved in the regulation of TRB3
expression in liver and adipose tissue have not been studied yet.
Because TRB3 is involved in the regulation of many different
biological functions in several tissues, it is coherent that many
processes regulate its expression. We do not know whether
ATF4 (or the ISR) plays a role in the control of TRB3 expression
in metabolic tissues.
Recent data provide arguments suggesting that TRB3 is
involved in the control of amino acid and protein metabolism:
1) Matsushima et al. (40) have shown that TRB3 is a potent
regulator of p70S6 kinase (S6K1) activation by insulin; 2) our
results showing that TRB3 inhibits ATF4 in response to amino
acid starvation bring indirect evidence that TRB3 could be
involved in the control of amino acid metabolism. Indeed, con-
sidering that ATF4 is implicated in the control of amino acid
metabolism and transport (1), we could hypothesize that TRB3
could also be indirectly involved in this process. In addition, we
have shown that the GCN2 pathway controls the amino acid
homeostasis in omnivores (41). Because ATF4 is the only
known pathway downstream of GCN2 it is tempting to specu-
late that ATF4 and thus TRB3 could also participate to the
control of amino acid homeostasis. From all these observations
we can hypothesize that TRB3may be a key regulator ofmetab-
olism. However, the precise role of TRB3 in the control of the
amino acid metabolism, at a physiological level, remains to be
investigated.
It is now clear that following the activation of the integrated
stress response pathway, a highly coordinated time-dependent
program of molecular events takes place, leading to a fine reg-
ulation of transcriptional activation. Our results show that
TRB3 regulates the ISR by a negative feedback mechanism.
Moreover, the endogenous TRB3 is involved under stressed
and normal condition in the fine control of ATF4-regulated
genes. Several recent publications demonstrate that TRB3 is an
important factor in (i) the response to nutrient starvation, (ii)
the glucosemetabolism, and (iii) the regulation of cellular func-
tions such as apoptosis. Understanding the role of TRB3 and
the regulation of its expression level would improve our com-
prehension on the control of several signaling pathways. TRB3
may be a potential therapeutic target for metabolic diseases or
diseases that involve stress-dependent cell death (neurodegen-
erative diseases, diabetes).
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In mammals, metabolic adaptations are required to cope with episodes of protein deprivation and
malnutrition. Consequently, mammals have to adjust physiological functions involved in the adaptation
to amino acid availability. Part of this regulation involves the modulation of the expression of numerous
genes. In particular, it has been shown that amino acids by themselves can modify the expression of
target genes. This review describes the regulation of amino acids homeostasis and the their role as signal
molecules. The recent advances in the understanding of the molecular mechanisms involved in the
control of mammalian gene expression in response to amino acid limitation will be described.
 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.1. Introduction
Mammals have the ability to adapt their ownmetabolic demand to
survive in a variable and sometimes hostile environment. External
stimuli to which they must be able to respond include thermal vari-
ations, rhythmic changes imposed by alternation of day and night and
the need to adapt to intermittent intake of food (including periods of
malnutrition). Adaptation to these external factors requires metabolic
responses resulting from various regulatory mechanisms.
The regulation of metabolism is achieved by coordinated actions
between tissues and by mechanisms operating at cellular level.
These mechanisms involve the conditional regulation of speciﬁc
genes that involve complex interactions of hormonal, neuronal and
nutritional factors. Although not as widely recognized, nutritional
signals play an important role in controlling gene expression in
mammals. It has been shown that major (carbohydrates, fatty acids,
sterols) and minor (minerals, vitamins) dietary constituents partic-
ipate in the regulation of gene expression [1e5]. In the last decade,
signiﬁcant progress has been achieved in the understanding of
molecular mechanisms involved in the control of mammalian gene
expression in response to amino acid availability [6e8]. On the basis
of the characteristics of amino acidmetabolism and homeostasis, the
present article reviews the mechanisms involved in the adaptation
to amino acid limitation in mammals.x: þ33 4 73 62 47 55.
r (P. Fafournoux).
son SAS. All rights reserved.
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2.0202. Regulation of amino acid metabolism and homeostasis
Amino acids exhibit two important characteristics. Firstly, in
healthyadulthumans,9aminoacids (valine, isoleucine, leucine, lysine,
methionine, phenylalanine, threonine, histidine and tryptophan)
cannot be synthesized de novo and are designated as indispensable (or
essential) amino acids andhave to be supplied by the food. In addition,
under aparticular set of conditions certaindispensable (non-essential)
amino acids may become indispensable. These amino acids are
called “conditionally indispensable”. For example, enough arginine is
synthesizedby the liver (urea cycle) andby thekidney (fromcitrulline)
tomeet theneedsofanadultbutnot thoseofagrowingchild. Secondly,
there are no speciﬁc stores of amino acids. Consequently, if and when
necessary, an organism has to hydrolyze muscle protein to produce
free amino acids. This loss of proteinwill be at the expense of essential
elements. Thereforecomplexandspeciﬁcmechanismsareneededthat
take these amino acid characteristics into account in order tomaintain
the free amino acid pools.
2.1. Free amino acid pool
The size of the cellular pool of each amino acid is the result of
a balance between input and removal (Fig. 1). The metabolic outlets
for amino acids are protein synthesis and amino acid degradation
whereas the inputs are de novo synthesis (for non-essential amino
acids), protein breakdown and dietary supply. Changes in the rates of
these systems lead to an adjustment in nitrogenbalance. For example,sms involved in the adaptation to amino acid limitation in mammals,
Fig. 1. Biochemical systems involved in the homeostasis of proteins and amino acids.
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ARTICLE IN PRESSthe plasma concentration of amino acids has been reported to rise
following the administration of a protein-containing meal to animals
or humans. The concentration of leucine and some other amino acids
approximately doubles in peripheral blood following a protein-rich
meal [9] and reaches much higher concentrations within the portal
vein [10]. Most of the essential amino acids are degraded in the liver,
except the branched chain amino acids and methionine that are
poorly taken up by hepatocytes. Consequently, after a protein-rich
meal, these amino acids pass through the liver into the general
circulation and cause a much greater increment in systemic blood
levels than other essential amino acids [11,12]. Several data demon-
strate that the effect of a protein-richmeal onprotein turn-over is due
to postprandial increases in the concentrations of circulating amino
acids [13,14].
On the other hand, an adjustment of the nitrogen balance is also
necessary in case of protein malnutrition. Indeed, a dramatic drop
in the plasma concentrations of certain essential amino acids has
been shown to occur following insufﬁcient amino acid or protein
intake. A few examples of adaptation to a lack of dietary amino acid
are described below in more detail.2.2. Speciﬁc examples of adaptation to amino acid deﬁciency
2.2.1. Protein undernutrition
Protein undernutrition has its most devastating consequences
during growth. Prolonged feeding on a low protein diet causes a fall
in the plasma level of most essential amino acids [15,16]. It follows
that individuals have to adjust several physiological functions in
order to adapt to amino acid deﬁciency. One of the main conse-
quences of feeding a low protein diet is the dramatic inhibition of
growth in young individuals. Growth is controlled by a complex
interaction of genetic, hormonal and nutritional factors. A large part
of this control is due to growth hormone (GH) and insulin-like
growth factors (IGFs). The biological activities of IGFs are modu-
lated by the IGF-binding proteins (IGFBPs) that speciﬁcally bind IGF-I
and IGF-II [17,18]. Straus et al. [19] demonstrated that a dramatic
overexpression of IGFBP-1 was responsible for growth inhibition
in response to prolonged feeding on a low protein diet. In vivo, the
known regulators of IGFBP-1 expression are mainly GH, insulin and
glucose. However, the high IGFBP-1 levels found in response to
a protein-deﬁcient diet cannot be explained by these factors. It has
been demonstrated that a fall in blood amino acid concentrationwas
directly responsible for IGFBP-1 induction [19e21]. Therefore, amino
acid limitation, such as during dietary protein deﬁciency, contributes
to the down-regulation of growth through the induction of IGFBP-1.
2.2.2. Imbalanced diet
Amino acid-imbalanced diets can be a frequent nutritional situ-
ation for wild omnivorous animals. For example, rodents are oftenPlease cite this article in press as: C. Chaveroux, et al., Molecular mechani
Biochimie (2010), doi:10.1016/j.biochi.2010.02.020confronted with poor food availability with a single plant protein
source, which is most likely partially deﬁcient for one essential
amino acid. Indeed, most cereals are partially devoid of lysine while
leguminous plants may be partially devoid of methionine. After
eating an amino acid-imbalanced diet, animals ﬁrst recognize the
amino acid deﬁciency and then respond by reducing their food
intake (Fig. 2). This innate aversive response biases the diet against
imbalanced food sources. Recognition and anorexia resulting from
an amino acid-imbalanced diet take place very rapidly [22e25]. The
mechanisms that underlie the recognition of protein quality must
act via the free amino acids resulting from intestinal digestion of
proteins. The decrease in blood concentration of the limiting amino
acid becomes apparent as early as a few minutes after feeding an
imbalanced diet and depends on the extent of deﬁciency [25]. The
anorectic response is correlated with a decreased concentration of
the limiting amino acid in the plasma. Several lines of evidence have
suggested that the fall in the limiting amino acid concentration is
detected in the brain. It has been proposed that a speciﬁc brain area,
the anterior piriform cortex (APC), can sense the variations in amino
acid concentrations [24,22,26]. This recognition phase is associated
with a localized decrease in the concentration of the limiting amino
acid and changes in protein synthesis rate and gene expression [22].
2.2.3. Pathological situation
In addition to nutritional factors, various forms of stress (trauma,
thermal burn, sepsis, fever etc) can affect nitrogenmetabolism, amino
acidemia and lead to a state of negative nitrogen balance and signiﬁ-
cant loss of body mass [27e32]. The hypercatabolic state observed
during these stress situations is characterized byan increase inprotein
synthesis and degradation. However, protein synthesis remains
insufﬁcient to compensate for higher proteolysis. The amino acids
freedbymuscularproteolysis aremostlyusedby the liver to synthesize
proteins involved in the inﬂammatory response. Consequently high
variations of amino acid concentrations in plasma and urine can be
observed. In such situations, changes in nitrogen metabolism can be
ascribed to several hormonal, metabolic, and behavioral changes.
Taken together, these examples show that amino acidemia can
be affected by various nutritional or pathological situations with
one major consequence being a large variation of blood amino acid
concentration. It follows that mammals have to adjust several of
their physiological functions involved in the defense/adaptation
to amino acid limitation by controlling physiological functions
through regulation of the expression of numerous genes. Several
steps forward have been made recently in our understanding of the
mechanisms by which amino acid limitation controls the expres-
sion of speciﬁc genes. The present review focuses on the regulatory
role of low amino acid availability. The effects of an excess of amino
acids are not considered herein.
3. Target genes affected by amino acid limitation
Previous studies in the 1990's identiﬁed several genes regulated
by amino acid availability [18,33]. More recently, array analyses of
amino acid deprived cells identiﬁed two sets of amino acid-regu-
lated genes: genes that are down or up-regulated [34e36]. Brieﬂy,
the functions of genes regulated by amino acid limitation illustrate
the organism's need to adapt to a changing nutritional environment.
Genes that are speciﬁcally down-regulated by amino acid
starvation encode proteins that are mainly involved in lipid and
carbohydrate metabolic processes, regulation of transcription,
signal transduction [35] etc. Themolecular mechanisms involved in
such down-regulation have not yet been identiﬁed.
Among the up-regulated genes in response to amino acid star-
vation, a large number encodes plasma membrane amino acid
transporters. Other identiﬁed genes include genes encoding forsms involved in the adaptation to amino acid limitation in mammals,
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Fig. 2. Response of mice to an amino acid-imbalanced diet. A) Sequence of events involved in the response to an amino acid-imbalanced diet. B) Blood leucine concentration in mice
fed a leucine imbalanced diet. Mice were housed in a light:dark cycle, with food deprivation during the light phase. Fig. 2B shows the leucine concentrations in plasma of mice killed
at the end of the starved period and at 1 and 2.5 h after the beginning of the meal. White dots: Leucine imbalanced diet containing 6g of leucine/Kg of food. Black dots: Leucine-
corrected diet (control diet) 19 g of leucine/Kg of food.
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ribosomal proteins or involved in the signal transduction processes,
etc. The most extensively studied genes are: asparagine synthetase
(ASNS); C/EBP Homologous Protein (CHOP); neutral amino acid
transporter System A, mediated by the SNAT2 gene product;
cationic amino acid transporter, mediated by the CAT-1 gene
product [7,18,33,37]. More details will be given later in this article to
illustrate the molecular mechanisms by which gene expression is
up-regulated upon amino acid starvation.
4. Molecular mechanisms involved in the regulation of gene
expression by amino acid limitation in mammals
Three distinct mechanisms involved in the up-regulation of
gene expression by amino acid deﬁciency have been identiﬁed so
far: (i) mRNA stabilization; (ii) up-regulation of the translation rate
of one speciﬁc transcript; (iii) transcriptional control.
4.1. Stabilization of mRNA following amino acid starvation
Control of mRNA stability represents a critical regulatory
mechanism of gene expression that is not as well understood as
transcriptional regulation. Sequences called ARE (AU-rich elements),
mostly located in the 30-untranslated region of the transcript, control
mRNAdegradation or stabilization. Among theARE-binding proteins,
the ubiquitously expressed HuR protein has been associated with
(i) post-transcriptional stabilization (ii) nuclear export and (iii)
control of translation of mRNA [38].
Yaman et al. [39] demonstrated that protein HuR had the ability
to bind the ARE of the arginine/lysine transporter (CAT-1) transcript.
They also reported that amino acid limitation caused increased
HuR accumulation in the cytoplasm. Consistent with that observa-
tion, cytoplasmic HuR binding to the CAT-1 ARE was increased in
response to amino acid starvation, resulting in stabilization of the
CAT-1 mRNA.
A similar regulation has also been described for regulation of the
activating transcription factor 3 (ATF3) transcript by M.S.Kilberg's
group. They demonstrated that HuR also interactedwith ATF3mRNAPlease cite this article in press as: C. Chaveroux, et al., Molecular mechani
Biochimie (2010), doi:10.1016/j.biochi.2010.02.020in vivo and that this interaction increased following amino acid
starvation [40]. Furthermore, suppression of HuR protein content
using RNAi partially blocked the increase in ATF3mRNA in response
to amino acid starvation. Taken together these results demonstrate
that an adaptive response of mammalian cells to amino acid star-
vation involves increased mRNA stability of the target genes medi-
ated by HuR binding to the ARE.
4.2. Translational control of mRNA in response
to amino acid starvation
It has been shown that translation of speciﬁc genes, involved in
regulatory processes, is up-regulated by amino acid starvation. The 50-
UTR of these mRNA contains upstream open reading frames (uORFs)
that induce translation when cap-dependent protein synthesis is
decreased. This regulatory mechanismwas described ﬁrst in yeast by
A. Hinnebusch's laboratory [41] (see [42] for review). Inmammals, the
translation rate of two transcription factors, activating transcription
factors 4 and 5 (ATF4 and ATF5), is up-regulated upon amino acid
starvation [43e45]. The regulation of ATF4 will be discussed later in
this review.
Another example of amino acid-regulated translation has
been demonstrated for CAT-1 mRNA. Besides stabilization of CAT-1
mRNA, M.Hatzoglou and colleagues demonstrated that amino acid
depletion initiated molecular events that speciﬁcally activated
translation of CAT-1mRNA [46]. They established the presence of an
Internal Ribosome Entry Site (IRES) located within the 5’UTR of
CAT-1mRNA. Under conditions of amino acid starvation, translation
from this IRES was stimulated. Translation of a small upstream
open reading frame (uORF) in the 50 end of CAT-1 mRNA is neces-
sary for this amino acid-dependent translational control. This
translation leads to a change in mRNA structure that allows ribo-
some entry at the IRES, and consequently, selective translation of
the CAT-1 coding sequence [47].
Regulation of gene expressionbyamino acids at translational level
can also involve microRNAs (miRNAs). miRNAs have been generally
identiﬁed as negative regulators of the translation of cellular mRNAs.
Filipowicz and colleagues provided evidence that CAT-1mRNA couldsms involved in the adaptation to amino acid limitation in mammals,
Fig. 3. Cis-acting elements required for induction of CHOP, SNAT2 and ASNS genes
following amino acid starvation. Sequence comparison of CHOP AARE with ASNS NSRE-
1, SNAT2 AARE and ATF3 AARE. The positions of sequences from the transcription start
site are shown in brackets. The minimum sequence (core sequence) required for the
response to amino acid starvation is in boxes. Identical nucleotides to the CHOP
sequence are in red. (For interpretation of the references to colour in this ﬁgure legend,
the reader is referred to the web version of this article.)
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cells when they are subjected to different types of stress including
amino acid starvation [48]. The derepression of CAT-1 mRNA was
accompanied by its release from the cytoplasmic processing bodies
and its recruitment to polysomes for translation. This process
involves binding of HuR to the 3’UTR of CAT-1mRNA.
4.3. Transcriptional regulation of gene expression
by amino acid availability
Most of the information available concerning the regulation of
gene transcription by amino acid availability in mammals has been
obtained ﬁrst by studying the expression of the CHOP and ASNS
genes. CHOP is a nuclear protein related to the CCAAT/enhancer-
binding protein (C/EBP) family of transcription factors that dimer-
izes with other members of its family [49]. CHOP gene expression is
strongly induced by cellular stress such as ER stress, oxidative
stress, or DNA damage [50,51]. ASNS is ubiquitously expressed
in most mammalian cells and is responsible for the biosynthesis
of asparagine from aspartate and glutamine [52]. It has been
previously established that the increase in CHOP or ASNS mRNA
following amino acid starvation is mainly due to an increase in the
transcription rate [53e55].
4.3.1. Identiﬁcation of the Amino Acid Response Element
The amino acid regulation of CHOP transcription involves a cis-
acting element located between 313 and 295 in its promoter
that has been named Amino Acid Response Element (AARE) [56].
This element is essential for the induction of CHOP transcription by
amino acid starvation, and functions as an enhancer element. Its
sequence (50-ATTGCATCA-30) is related to the speciﬁc binding sites
of two transcription factor families: C/EBP and ATF/CREB.
At the same time, the Kilberg's laboratory identiﬁed a sequence
in the ASNS promoter (between 70 and 62) responsible for its
regulation in response to amino acid starvation. This sequence was
referred to as the Nutrient-Sensing Response Element-1 (NSRE-1)
[57]. Further promoter analysis indicated that a second sequence,
11 nucleotides downstream from NSRE-1, was also required for
activation of the ASNS promoter by both amino acid starvation and
ER stress. This sequence was referred to as NSRE-2. The genomic
unit encompassing NSRE-1 and NSRE-2 was named NSRU, for
Nutrient-Sensing Response Unit. NSRU is also responsible for the
induction of ASNS by glucose starvation or Endoplasmic reticulum
stress.
Comparison between CHOP and ASNS transcriptional control
elements shows that ASNS NSRE-1 and CHOP AARE share a nucleo-
tide sequence (Fig. 3). However, certain differences prompted us to
think that CHOPandASNS induction following amino acid starvation
did not occur entirely through a common mechanism [58]: (i) the
CHOP AARE could function alone whereas ASNS NSRE-1 was
functionally weak by itself and required the presence of NSRE-2 to
amplify NSRE-1 activity. It was necessary to clone several copies of
the ASNS NSRE-1 in the promoter of a reporter gene to obtain amino
acid regulation; (ii) no sequence equivalent to the ASNS NSRE-2 site
was identiﬁed in the vicinity of the CHOP AARE; (iii) the amino acid
speciﬁcity in relation to the degree of induction of these two genes
was different [59]; (iv) NSRE-2 confered a response to ER stress.
When cloned downstreamof the CHOPAARE, ASNSNSRE-2 confered
a response of CHOP AARE to ER stress [58].
In other amino acid-regulated genes such as ATF3 [60], and
system A amino acid transporter (SNAT2) [61], functional sequences
that share a high nucleotide sequence similarity with CHOP and AS
AARE have also been identiﬁed (Fig. 3). All these sequences share a 9
bp core element (50-A/GTTG/TCATCA-30) but they can slightly differ by
one or two nucleotides.Please cite this article in press as: C. Chaveroux, et al., Molecular mechani
Biochimie (2010), doi:10.1016/j.biochi.2010.02.0204.3.2. Transcription factors binding the AARE
The identiﬁed AARE sequences are related to the speciﬁc
binding sites of two transcription factor families: C/EBP and ATF/
CREB. It is therefore logical that many transcription factors that
belong, or are related, to these transcription factor families have the
ability to bind to this sequence.
4.3.2.1. CHOP-AARE binding proteins. Several regulatory proteins
able to bind CHOP AARE have been identiﬁed: ATF4, ATF2, Jun
Dimerization Protein 2 (JDP2), PCAF, ATF3, ATF7, C/EBPb, TRB3
[62e65]. These proteins are involved in modulating CHOP transcrip-
tion in response to amino acid starvation. Among these regulatory
proteins, only ATF4 and ATF2 are indispensable for CHOP induction by
amino acid starvation. Indeed, knockout of either ATF2 or ATF4 abol-
ishes amino acid starvation-induced CHOP induction.
4.3.2.2. ASNS-NSRE-1 binding proteins. The core sequences of CHOP
AARE and ASNS NSRE-1 differ only by two nucleotides (Fig. 3). It is
thus expected that a common set of transcription factors bind to both
ASNS-NSRE-1 and CHOP AARE. Indeed, Kilberg and collaborators
demonstrated that ATF3, ATF4, C/EBPb and several regulatory
proteins (TBP, TFII.) bind ASNS-NSRE-1. Using a Chromatin Immu-
noprecipitation (ChIP) approach they analyzed precisely the time
course of interaction between these transcription factors and the
ASNS promoter [66].
Among the AARE binding proteins, the role of ATF4 and ATF2 has
been investigated in detail, then the time course of interaction of
the regulatory proteins with CHOP AARE will be described.
4.3.3. Role of ATF4 and ATF2 in the control
of AARE-dependent transcription
Two sets of AARE regulated genes have been identiﬁed. Both are
dependent on ATF4 but only one depends on ATF2 for its regulation.
For example, regulation of CHOP and ATF3 transcription by leucine
starvation depends on the expression of both ATF4 and ATF2, whereas
regulation of ASNS and SNAT2 is dependent on ATF4 but not on ATF2
[67,68]. These last genes contain an AARE that is identical or very
homologous to CHOP or ATF3 AARE in sequence (Fig. 3), and binds
ATF4but not ATF2. In addition to other data, these results demonstrate
that the ﬂanking sequences of the various AARE are important for
precise control of AARE-dependent transcription. These differences in
mechanism would permit ﬂexibility among amino acid-regulated
genes in terms of the rapidity, magnitude and cell speciﬁcity of the
transcriptional response for the same initial signal.sms involved in the adaptation to amino acid limitation in mammals,
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has been shown to be indispensable for amino acid regulation of
most of the genes studied [7,60,66,67]. It belongs to the basic
region/leucine zipper (bZIP) family of transcription factors that also
includes members of the Jun/Fos (AP-1) family [69]. In the case of
CHOP and ASNS, it has been shown that (i) the expression of ATF4
and its binding to AARE sequences are increased following amino
acid starvation; (ii) in cells devoid of ATF4 expression, induction of
CHOP or ASNS upon amino acid starvation is completely lost;
(iii) when over-expressed, ATF4 by itself is able to activate the
AARE-dependent transcription [70]. However, when acting alone
the absolute amount of ectopic ATF4 required to achieve the same
degree of transcriptional activation observed after amino acid
limitation is greater. These data suggest that other factors may
serve to enhance ATF4 functions [70].
4.3.3.2. Role of ATF2 in amino acid control of gene expression. ATF2
belongs to the bZIP family of transcription factors and is an impor-
tant member of activating protein 1 (AP-1) [71]. Its transactivation
capacity can be enhanced through phosphorylation of two
N-terminal threonine residues Thr-69 and Thr-71 [72e74]. The role
of ATF2 in the control of gene expression in response to amino acid
starvation has beenmainly studied in the context of CHOP regulation
[56,62]. It was shown that (i) in cells devoid of ATF2 expression, the
induction of CHOP transcription upon amino acid starvation was
completely lost; (ii) ATF2 bound to CHOP AARE in both starved and
unstarved conditions; (iii) ATF2 phosphorylation was required for
the activation of CHOP AARE-dependent transcription. Recently, the
role of ATF2 was studied using a chromatin immunoprecipitation
(ChIP) approach. In response to amino acid starvation, in vivo binding
of phospho-ATF2 to CHOP AARE is associated with acetylation of
histonesH4 andH2B [62] in the vicinity of theAARE sequences. Time
course analyses revealed that ATF2 phosphorylation preceded
histone acetylation, ATF4 binding, and the increase in CHOP mRNA.
Using cells devoid of ATF2 expression, it was also demonstrated that
ATF2 was essential for acetylation of histones H4 and H2B inFig. 4. Workingmodel for the control of theCHOP gene following aminoacid starvation. Basedon
in regulatingCHOP transcription following amino acid limitation. In fed cells (Step1), the ability of A
maintenance of the hypoacetylation status of histones. During step2, 0e1 h after amino acid conc
threonine residues, Thr-69 and Thr-71. Phosphorylation of this transcription factor may play a
acetylation of histones H4 and H2B. During step3, 30 mine4 h after amino acid decline, ATF4 exp
translational control of the existing ATF4mRNA and takes placewithin 45mine1 h of amino acid r
binding of these factors leads to the transcription initiation of CHOP and other AARE regulated gen
and ATF4 and repress transcription as a negative feed-back process. Taken together, these result
program of interaction between a precise set of bZIP transcription factors and AARE leading to tr
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role in stimulating histone acetyl transferase (HAT) activity [75,76].
A similar role of ATF2 was also described for regulation of the
expression of ATF3 [62] and another set of genes by leucine starva-
tion [67]. Thus, ATF2 appears to be involved in promoting the
modiﬁcation of the chromatin structure to enhance CHOP and ATF3
transcription in response to amino acid starvation.
4.3.4. Kinetics of transcription factor binding to the CHOP
promoter during amino acid deprivation
To illustrate the complexity of amino acid regulation of tran-
scription, the kinetics of events that occur at the level of the CHOP
AARE sequence in response to leucine starvation was investigated.
A ChIP approach allowed the sequence of binding or release of
the various transcription factors and regulatory proteins on CHOP
AARE to be ﬁnely characterized. In addition to ATF2 and ATF4, other
regulatory proteins bind directly or indirectly AARE in response to
amino acid limitation to ﬁnely control gene expression. JDP2, TRB3,
PCAF and ATF3 in particular are involved in ﬁne control of CHOP
transcription. These data are described with details in Fig. 4.
4.3.4.1. JDP2. Jun Dimerization Protein 2 (JDP2) is a bZIP protein
that can interact with ATF2. It was reported that JDP2 repressed
ATF2-mediated transcription by recruiting histone deacetylase
HDAC3 to the promoter of target genes [77]. In a recent study, we
showed that JDP2 bound to CHOP AARE in non-starved conditions
and that its binding decreased following amino acid starvation. It
was suggested that JDP2 acted as a repressor of CHOP transcription
[63]. In fed cells, the ability of the AARE-bound JDP2 to recruit
HDAC3 could contribute to the silencing of CHOP transcription via
maintenance of the hypoacetylation status of histones.
4.3.4.2. PCAF. In a recent study, Cherasse et al. [64] identiﬁed p300/
CBP-associated factor (PCAF) as a novel interaction partner of ATF4.
PCAF has been described as a coactivator that mediates transcription
of many genes. Like a number of transcriptional coactivators,current knowledge,wepropose aworkingmodel to depict theproteins thought to playa role
ARE-bound JDP2 to recruitHDAC3 could contribute to the silencingofCHOP transcriptionvia
entration declines, phosphorylation of ATF2 bound on CHOPAARE occurs on two N-terminal
key role in stimulating an unidentiﬁed histone acetyl transferase (HAT) activity leading to
ression is induced and its binding to AARE increases. ATF4 induction occurs because of the
emoval. The presence of AARE-boundATF4 leads to the recruitment of coactivator PCAF. The
es such as TRB3 and ATF3. Then (step4), the ATF3 and TRB3 proteins bind respectively AARE
s show that following amino acid starvation there is a highly coordinated time-dependent
anscriptional activation of CHOP and other AARE regulated genes.
sms involved in the adaptation to amino acid limitation in mammals,
Fig. 5. The mammalian GCN2/ATF4 signaling pathway.The signal transduction pathway
triggered in response to amino acid starvation is referred to as the amino acid response
(AAR). The initial step in AAR is activation by uncharged tRNAs of GCN2 kinase which
phosphorylates the a subunit of translation initiation factor eIF2 (eIF2a) on serine 51.
This phosphorylation decreases protein synthesis by inhibiting the formation of the pre-
initiation complex. However, eIF2a phosphorylation also triggers the translation of
speciﬁc mRNAs including ATF4. Once induced, ATF4 induces transcription of speciﬁc
target genes such as CHOP, ASNS, TRB3 or ATF3. In mammals, three other eIF2a kinases
leading to ATF4 expression have been identiﬁed: PKR (activated by double-stranded
RNA during viral infection), HRI (activated by heme deﬁciency), and PERK (activated
by protein load in the endoplasmic reticulum).
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role of PCAF has been investigated in multiple studies, and its
requirement as a HAT and coactivator has been described for nuclear
receptor and growth factor-mediated activation of transcription [80].
PCAF is indeed involved in muscle differentiation [81] and in other
processes [82]. Following amino acid starvation, PCAF is a coactivator
of ATF4 and is involved in the enhancement of CHOP transcription
[64].
4.3.4.3. TRB3 and ATF3. TRB3 has a scaffold-like regulatory func-
tion for a number of signaling pathways, and in particular it binds
and inhibits ATF4 [83,84]. ATF3 is a bZIP transcription factor that
binds CHOP AARE and inhibits transcription [85]. These two genes
are dramatically induced by amino acid limitation through an ATF4
dependent mechanism [60,86]. TRB3 and ATF3 behave as negative
feed-back regulators of ATF4eregulated transcription.
Taken together, these results show that following amino acid
deﬁciency, there is a highly coordinated time-dependent program
of interaction between a speciﬁc set of transcription factors and the
AARE, leading to a very precise transcriptional control of CHOP. The
longitudinal studies are not really put to the fore in this paragraph.
The notion of kinetics needs further development.
4.4. Signaling pathways regulated by amino acid limitation
In mammals, the signaling pathways that mediate regulation of
gene expression in response to amino acid availability are partially
understood. Among the identiﬁed pathways, themammalian target
of rapamycin (mTOR) protein kinase has been described to sense
nutrients. Signaling downstream of mTOR is implicated in many
aspects of cell growth including cell cycle control and ribosome
biogenesis. mTOR activates both ribosomal p70 S6 kinase (S6K1)
and the mRNA cap-binding protein inhibitory protein, 4E-BP1
[87,88]. In response to amino acid limitation, this signaling pathway
is down-regulated. The roles and functions of the mTOR pathway is
not developed further in the present article, however many recent
reviews are available on this topic [8,87,88].
4.4.1. The GCN2/ATF4 pathway (the AAR pathway)
In response to amino acid starvation, activation of the GCN2/ATF4
pathwayhasbeenwell describedatmolecular level. A secondpathway
leading to ATF2 phosphorylation has recently been identiﬁed.
Inmammals, limiting the extracellular supplyof anessential amino
acidorblocking thesynthesisof anotherwisenon-essential oneresults
in activation of a signal transduction pathway that is referred to as the
Amino Acid Response (AAR). D. Ron's group identiﬁed this signaling
pathway for regulating gene expression in mammals [36]. The AAR is
homologous to the well-characterized yeast general control response
to amino acid deprivation [89]. Its components include the mamma-
lian homologue of GCN2 kinase, the initiation factor of translation
eIF2a and ATF4 (Fig. 5). The initial step in AAR is activation by
uncharged tRNA of mammalian GCN2 protein kinase, which phos-
phorylates eIF2a on serine 51 [89]. This phosphorylation decreases the
cap-dependent translation of most mRNAs. Like the GCN4 transcript,
ATF4 mRNA contains uORFs in its 5’UTR that allow translation when
cap-dependent translation is inhibited (see [43,44] for the molecular
mechanisms). Therefore, under circumstances of amino acid starva-
tion, transcription factor ATF4 is translationally up-regulated. Once
induced, ATF4 directly or indirectly induces transcription of speciﬁc
target genes such as ASNS and CHOP.
A recent study [35] showed the importance of the cellular context
in GCN2 regulation of gene expression. Comparison between
myoblasts and myotubes revealed that the GCN2 pathway is much
less activated byamino acid starvation inmyotubes than inmyoblasts.
An amino acid supply from intracellular proteolysis could contributePlease cite this article in press as: C. Chaveroux, et al., Molecular mechani
Biochimie (2010), doi:10.1016/j.biochi.2010.02.020to non-activation of the GCN2 pathway by amino acid starvation in
myotubes [90]. However, it cannot be excluded that additional
mechanisms such as the occurrence of regulatory partner(s), like
IMPACT [91], might be involved in GCN2 inhibition in myotubes.
4.4.2. Signaling pathway leading to ATF2 phosphorylation
Several published data (described above) establish that, in
response to amino acid starvation, (i) ATF2 phosphorylation on
Thr-69 and Thr-71 [67] is induced and (ii) phosphorylation of ATF2
plays a key role in stimulating transcription of speciﬁc genes [62].
Collectively, these data demonstrate the existence of a speciﬁc
amino acid-regulated pathway leading to phosphorylation of ATF2.
This pathwaywas partially identiﬁed recently [92].We ﬁrst showed
that the MAPK module MEKK1/MKK7/JNK2 is responsible for ATF2
phosphorylation in response to leucine starvation. Then we pro-
gressed backwards up the signal transduction pathway and showed
that GTPase Rac1/Cdc42 and protein Ga12 control the MAPK
module, ATF2 phosphorylation and AARE-dependent transcription.
4.4.3. Other signaling pathways
In yeast, the mechanisms involved in amino acid detection have
been well documented [93] and several signaling pathways
identiﬁed. By homology to yeast we can imagine that pathways
other than mTOR and mGCN2 are involved in sensing amino acid
availability in mammals.
Data from the Kilberg's group [94] reveal that there is a quanti-
tative difference in the response of gene expression to deprivation
of different amino acids. When HepG2 cells were deprived of one of
the essential amino acids, p-eIF2a and ATF4were increased, but the
correlation with the induction of gene expression was relatively
weak. They also demonstrated that activation of AARE-driven
transcription can be triggered by a deﬁciency in any one of the
essential amino acids, but the response is not uniform.
These conclusions were recently reinforced by the data of Deval
et al. [35]. Using transcription proﬁling from cells devoid of GCN2
expression, they demonstrated that, in addition to the GCN2/ATF4sms involved in the adaptation to amino acid limitation in mammals,
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up- and down-regulation of gene expression in response to amino
acid limitation. A series of GCN2-independent genes regulated at the
transcriptional (Egr1, Cxcl10, etc) and post-transcriptional levels
(Dusp16, etc) by amino acid starvation have been identiﬁed. We can
expect that amino acids could interfere directly or indirectly with
signaling pathways and/or various transcription factors distinct from
AAR. In particular, it was shown that glutamine, the most abundant
amino acid, modulated activity of various transcription factors
throughmechanisms that remain to be identiﬁed (see [95] for review).
Hence we can conclude here that the response to amino acid starva-
tion in mammals is a complex process that involves different regula-
tory processes.
5. Control of physiological function
by the GCN2/ATF4 pathway
In this chapter we focus on the role the GCN2/ATF4 pathway
plays in the control of several physiological functions.
5.1. Amino acid deﬁciency sensing by GCN2 triggers food aversion
In omnivorous animals, food intake is the result of a complex
behavioral pattern in which innate factors play an important role. A
remarkable example of an innate mechanism governing food choice
is presented by the fact that animals consume substantially less of an
otherwise identical experimental meal lacking a single essential
amino acid (see above). Blood concentration of an essential amino
acid decreases rapidly when this amino acid is missing in the diet.
Previous studies reported that the anterior piriform cortex (APC) is
involved in the detection of the amino acid limitation and in the
control of food intake according to amino acid levels [22,24,96,97].
Recent results [98,99] established that the aversive response of
wild-type mice to a diet deﬁcient in one essential amino acid was
likewise blunted in GCN2/micewhereas serum amino acid levels
were decreased to similar levels by the imbalanced diet in both
genotypes. These results indicated the occurrence of an altered
response to amino acid deﬁciency in mice lacking GCN2 activity.
Using conditional GCN2 knockoutmice, it was further demonstrated
that GCN2 ablation speciﬁcally in the brain also impaired the aver-
sive response to an imbalanced diet. Thus, even if the consumption
of an imbalancedmeal also activates GCN2 in peripheral tissues, this
observation implicates brain GCN2 signaling in initiating the aver-
sive response. Therefore, GCN2 appears to be an important sensor of
amino acid homeostasis, by activating downstream rectifying
responses.
5.2. Role of GCN2 in the regulation of fatty-acid homeostasis
during leucine deprivation
Whereas the mechanisms involved in short-term adaptation to
an imbalanced diet have been well studied (see above), long-term
adaptation is poorly understood. A recent study by Guo and Cav-
ener [100] brought to light the role of GCN2 in the regulation of lipid
metabolism in the liver during deprivation of an indispensable
amino acid. These authors showed that expression of lipogenic genes
in the liver were repressed and lipid stores in adipose tissue were
mobilized upon leucine deprivation. In contrast, GCN2 deﬁcient
mice developed liver steatosis and exhibited reduced lipid
mobilization. Liver steatosis in GCN2/ mice was found to be
caused by unrepressed expression of lipogenic genes, including
Srebp-1c. The signaling pathway linking GCN2 activity to the regu-
lation of Srebp-1c expression is not entirely identiﬁed at present.
Until now, the controls of lipid and protein metabolism were
considered to be relatively independent. These data give a glimpsePlease cite this article in press as: C. Chaveroux, et al., Molecular mechani
Biochimie (2010), doi:10.1016/j.biochi.2010.02.020of integrated regulation mechanisms taking variations in the avail-
ability of diverse types of nutrients into account simultaneously. A
recent publication [101] suggested that variations in protein supply
in food could affect GCN2 basal activity in the liver. Therefore, GCN2
could regulate several aspects of metabolism in a larger number of
nutritional situations than simply in response to an imbalanced diet.
In the same way, two recent articles demonstrated that phos-
phorylation of eIF2a was a key regulator of several aspects of
intermediary metabolism. Oyadomari et al. [102] demonstrated
that eIF2a-P signaling in the liver was regulating transcription
factors involved in carbohydrate and lipid metabolism. The Kauf-
man's group showed that translation attenuation through eIF2a
phosphorylation prevented oxidative stress and optimized ER
protein folding to support insulin production in pancreatic b cells
[103].
5.3. Role of GCN2 in the regulation of neuronal plasticity
Studies on various forms of synaptic plasticity have shown a link
between messenger RNA translation, learning and memory [104].
Costa-Mattioli et al. [105,106] provided evidence that GCN2
regulates synaptic plasticity, as well as learning and memory. The
molecular basis for enhanced memory in GCN2/ mice with
reduced eIF2a phosphorylation is explained by the fact that GCN2
mediated eIF2a phosphorylation causes an increase in translation
of ATF4 mRNA in the brain. ATF4 suppresses memory because
it inhibits transcription factor CREB (c-AMP response element
binding protein)-mediated gene expression. In these studies, the
role of a lack of GCN2 activity is clearly established; however the
role of modulation of GCN2 activity in the brain of wild-type mice
by various factors remains to be addressed.
5.4. Role of GCN2 in the immune system
It was shown recently that the Amino Acid Response (AAR)
pathwaywas involved in several aspects of regulation of the immune
response [107e109]. In particular, associated with the induction of
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), AAR is involved in communi-
cation between cells. For example, mononuclear cells that synthe-
size IDO reduce extracellular tryptophan concentrations so that
adjacent T-cells, which depend on tryptophan from the extracellular
environment, are unable to activate and proliferate upon encoun-
tering antigens. Therefore IDO might play a role in preventing the
initiation of autoimmune disease by enforcing T-cell tolerance by
suppressing their proliferation [110]. Hence, high local expression of
IDO by mononuclear cells may represent an anti-inﬂammatory and
immunosuppressive mechanism attempting to counterbalance
tissue damage [111]. In addition, IDO/GCN2 activities are implicated
in several physiological contexts, such as the inhibition of maternal
T-cell immunity to fetal tissues during mammalian gestation [112]
and T-cell tolerance to tumors [113,114].
Recently these conclusions were reinforced by Sundrud et al. [115]
who demonstrated that the molecule halofuginone (HF) selectively
inhibited T.helper17 (Th17) differentiation by activating the AAR
pathway through GCN2 activation. Inhibition of Th17 differentiation
by HF is rescued by addition of an excess of amino acids and is
mimicked by AAR activation upon amino acid depletion. These results
indicate that the AAR pathway is a potent and selective regulator of
inﬂammatory cell differentiation in vivo. Th17 cells have emerged as
important and broad mediators of autoimmunity.
6. Conclusion
The understanding of the role of amino acids as signaling
molecules in mammalian cells remains relatively limited, butsms involved in the adaptation to amino acid limitation in mammals,
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particular with regard to amino acid control of physiological
functions. In the near future it will be necessary, ﬁrstly, to identify
the extent of the genetic program controlled by amino acid avail-
ability and the underlying molecular mechanism, then to rely on
physiological observations of molecular events described in vitro to
improve our knowledge of the physiological consequences of
nutritional status.
The molecular basis of gene regulation by dietary protein intake is
an important ﬁeld of research for study of the regulation of physio-
logical functions of individuals living under conditions of restricted,
imbalanced, or excessive food intake. Beyond gaining a basic under-
standing of the amino acid control of biological mechanisms, the
characterization of how these processes contribute to the pathology
of various diseases represents an important ﬁeld of investigation in
molecular nutrition.References
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Abstract.
In mammals, the impact of nutrients on gene expression has
become an important area of research. Because amino acids
have multiple and important functions, their homeostasis
has to be finely maintained. However, amino acidemia can
be affected in some nutritional conditions and by various
forms of stress. Consequently, mammals have to adjust
physiological functions involved in the adaptation to amino
acid availability. Part of this regulation involves the
modulation of numerous gene expression. It has been
shown that amino acids by themselves can modify the
expression of target genes. This review focuses on the
recent advances in the understanding of the mechanisms
involved in the control of mammalian gene expression in
response to amino acid limitation.
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1. Introduction
The regulation of gene expression in response to changes in
the nutritional environment is one of the most well docu-
mented events in prokaryotes and lower eukaryotes. These
single-cell organisms are able to adjust their metabolic
capacity in response to variations in the nutrient supply of
the culture medium. For example, the nutrient-dependent
regulation of the lactose, histidine, and tryptophan operons
by their respective substrates has been well characterized in
bacteria [1]. A limitation in the supply of these substrates
will activate the expression of genes coding for enzymes
involved in their biosynthesis. Thus, these mechanisms
involve the conditional regulation of specific genes in the
presence or absence of appropriate nutrients.
In multicellular organisms, the control of gene expres-
sion differs in many aspects from that operating in single-
cell organisms, and involves complex interactions between
hormonal, neuronal, and nutritional factors. In mammals,
nutrients are provided in a discontinuous way. To regulate
their metabolism according to such variability in quantity
and quality of nutrient availability, cells regulate their enzy-
matic equipment. They do so in part by regulating the
expression of numerous genes. It has been shown that
major (amino acids, carbohydrates, fatty acids, and sterols)
and minor (minerals, vitamins) dietary constituents partici-
pate in the regulation of gene expression. In the last dec-
ade, significant progress has been achieved in the under-
standing of molecular mechanisms involved in the control of
mammalian gene expression in response to amino acid
limitation.
2. Physiological concepts underlying
the regulation of gene expression by
amino acids
Mammals have to precisely regulate amino acid homeostasis
taking into account two important characteristics of amino
acid metabolism: 1) multicellular organisms are unable to
synthesize all amino acids and 2) there are no important dis-
pensable amino acid stores.
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The size of each amino acid pool is the result of the
balance between inputs and removals. The metabolic outlets
for amino acids are protein synthesis and amino acid degra-
dation, whereas the inputs are de novo synthesis (for nones-
sential amino acids), protein breakdown and dietary intake.
Changes in the rates of these systems lead to an adjustment
in nitrogen balance. Physiological or pathological conditions
such as protein under-nutrition, imbalanced diet, and various
forms of stress (trauma, sepsis, etc.) result in two major
consequences: a large variation in the blood amino acid con-
centration and a negative nitrogen balance. In such situa-
tions, individuals have to adjust several physiological func-
tions involved in the defense and adaptation to amino acid
limitation by regulating numerous genes. Several examples
in which amino acid homeostasis is altered will be detailed
below.
2.1. Protein under-nutrition
Prolonged feeding on a low protein diet causes a fall in the
plasma level of most essential amino acids. For example, in
the plasma of children affected by kwashiorkor, leucine and
methionine concentrations can be reduced from about 100–
150 and 18–30 lM to about 20 lM and 5 lM, respectively
[2]. Consequently, individuals have to adjust several physio-
logical functions in order to adapt to this amino acid defi-
ciency. In both children and young animals, the main conse-
quence of feeding a low protein diet is a dramatic inhibition
of growth. Straus et al. [3] demonstrated that growth inhibi-
tion was due to a striking overexpression of IGFBP-1, which
binds the growth factors IGF1 and IGF2 and modulates their
mitogenic and metabolic properties. According to the litera-
ture [4], IGFBP-1 expression is regulated by GH, insulin, or
glucose. However, the high IGFBP-1 levels associated with
feeding a protein deficient diet cannot be explained by only
these three factors. It has been demonstrated that IGFBP-1
induction resulted directly from a drop in amino acid concen-
tration [3,5]. Therefore, amino acid limitation by itself, as di-
etary protein deficiency, participates in the down-regulation
of body growth through the induction of IGFBP-1 expression.
2.2. Imbalanced diet
Indispensable amino acids needed for protein synthesis
must be provided by the diet simultaneously. Any system
allowing a rapid detection of a deficient or imbalanced diet
should provide an adaptive advantage towards appropriate
diet selection [6].There seems to be at least three phases in
the behavioral response of rats submitted to an imbalanced
amino acid diet: 1) Animals must first recognize the dietary
challenge. Before the behavioral effects occur, a decline in
the concentration of the limiting essential amino acid is
sensed in a specific brain area, the anterior pyriform cortex.
This recognition phase is associated with localized decreases
in the concentrations of the limiting amino acid and with
altered protein synthesis. 2) Subsequent to recognition of
the deficiency, a conditioned taste aversion develops, in
order to minimize any deleterious effect of a long term feed-
ing with an imbalance diet. 3) Finally, in the absence of a
choice, the animals adapt to an imbalanced diet (but not a
diet totally devoid of one or more essential amino acids) in
#1 week [7].
2.3. Pathological situations
In addition to nutritional factors, various forms of stress
(trauma, thermal burn, sepsis, fever. . .) can affect amino
acidemia and result in a negative nitrogen balance and a sig-
nificant loss of body mass [8–12]. Depending on the cata-
bolic insult and its severity, the loss in muscle protein
results from decreased, normal, or even increased protein
synthesis, which in the latter case, remains insufficient to
compensate for higher proteolysis. This accelerated protein
breakdown is associated with an inhibited uptake of amino
acids by the muscles, leading to an increased flux of amino
acids from the periphery to the liver. In parallel, hepatic
uptake of amino acids is stimulated and protein synthesis
and gluconeogenesis in the liver are enhanced [13]. Thus,
high variations of amino acid concentrations can be
observed in the body.
These examples demonstrate that variations in blood
amino acid concentrations can activate in target cells, sev-
eral control processes that can regulate the expression of
specific target genes. The role of amino acids as regulators
of gene expression is understood in only a few nutritional
situations. By contrast, important progress has been made
during the last 10 years in the understanding of the mecha-
nisms by which amino acid limitation controls the expression
of several specific target genes.
3. Molecular mechanisms involved
in the regulation of gene expression
by amino acid limitation
In mammalian cells, a number of genes induced following
amino acid deprivation have been reported [14,15]. However,
very few of them have been studied at the molecular level.
Three distinct mechanisms of amino acid regulation of gene
expression have been identified so far: (i) a transcriptional
control: most of the information we have concerning the reg-
ulation of gene transcription by amino acid availability has
been obtained studying CHOP and Asparagine synthetase
(ASNS) genes; (ii) a stabilization of mRNA under starved
conditions has also been shown for CHOP and ASNS but
most of the results have been obtained for the arginine/ly-
sine transporter CAT-1 and the activating transcription factor
3 (ATF3) mRNAs; (iii) a regulation of the translation rate of
the CAT-1 mRNA by amino acid availability has also been
reported.
3.1. Stabilization of the mRNA following
amino acid starvation
Control of mRNA stability represents a critical regulatory
mechanism of gene expression in mammalian cells that is
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not well understood. It is becoming evident that specific
trans-acting factors bind to AU-rich elements (AREs) in the
30-untranslated regions (30-UTRs) of a given mRNA and
thereby mediate control of mRNA degradation or stabiliza-
tion. Among the RNA-binding proteins identified so far, the
ubiquitously expressed HuR protein has been associated
with post-transcriptional stabilization of mRNA [16]. In addi-
tion to stabilization of ARE-containing mRNA molecules, HuR
also plays a role in the nuclear export of mRNA and its con-
trol of translation.
Yaman et al. [17] demonstrated by RNA gel shift experi-
ments that HuR could bind to an ARE within the 30UTR
sequence of CAT-1. They were also the first to report that
amino acid limitation causes increased HuR accumulation in
the cytoplasm. Consistent with that observation, cytoplasmic
HuR binding to the CAT-1 ARE was increased in response to
amino acid starvation, resulting in stabilization of the mRNA.
Like CAT-1, the 30 region of the ATF3 mRNA contains several
ARE sequences. Immunoprecipitation of HuR-RNA complexes
followed by real time-PCR analysis showed that HuR also
interacts with ATF3 mRNA in vivo and that this interaction
increases following amino acid starvation [18]. The increase
in cytoplasmic accumulation of HuR paralleled the kinetics
of ATF3 mRNA accumulation. Furthermore, suppression of
HuR protein content using RNAi partially blocked the
increase in ATF3 mRNA in response to amino acid starvation.
Taken together these results demonstrate that an
adaptive response of mammalian cells to amino acid starva-
tion involves an increased mRNA stability of CAT-1 and ATF3
mediated by HuR binding to one or more ARE.
3.2. Translational control of mRNA in response to
amino acid starvation
It was also shown that the translation rate of specific genes
could be regulated by amino acid availability. Indeed, amino
acid limitation induces translation of pre-existing mRNA of
two members of the CREB/ATF transcription factor family:
ATF4 and ATF5 [19,20]. The 50-UTR of these mRNA contains
upstream open reading frames (uORFs) that are conserved
among species and regulate translation.
Another example of amino acid-regulated translation
has been demonstrated for the CAT-1 mRNA. Besides a stabi-
lization of the CAT-1 mRNA, Hatzoglou and coworkers have
demonstrated that amino acid depletion initiates molecular
events that specifically activate translation of the CAT-1 gene
[21]. They have shown the presence of an Internal Ribosome
Entry Site (IRES) located within the 50UTR of the CAT-1
mRNA which allows initiation independently of the 50-cap.
This IRES is involved in the amino acid-dependent transla-
tional control of the CAT-1 transcript. Under conditions of
amino acid starvation, translation from this IRES is stimu-
lated, whereas the cap-dependent protein synthesis is
decreased. Translation of a small upstream open reading
frame (uORF) in the 50 end of the CAT-1 mRNA is necessary
for this amino acid-dependent translational control [22]. This
translation leads to a change in mRNA structure that allows
ribosome entry at the IRES, and consequently, selective
translation of the CAT-1 coding sequence [23].
The regulation of gene expression by amino acids at a
translational level can also involve microRNAs (miRNAs).
miRNAs have been generally identified as negative regula-
tors of the expression of cellular mRNAs. Filipowicz and co-
workers provided evidence that the CAT-1 mRNA can be
relieved from miR-122-mediated repression in human hepa-
toma cells when they are subjected to different types of
stress including amino acid starvation [24]. The derepression
of CAT-1 mRNA is accompanied by its release from cytoplas-
mic processing bodies and its recruitment to polysomes for
translation. This process involves binding of HuR to the 30
UTR of CAT-1 mRNA (see above).
3.3. Transcriptional activation of mammalian gene
by amino acid starvation
It was established that the increase in CHOP or ASNS mRNA
following amino acid starvation is mainly due to an
increased transcription in human cell lines [25,26]. By first
identifying the genomic cis-elements and then the corre-
sponding transcription factors responsible for the regulation
of these specific target genes, it was anticipated that one
can progress backwards up the signal transduction pathway
to understand the individual steps required.
3.3.1. CHOP regulation in response to amino acid
starvation. CHOP is a nuclear protein related to the CCAAT/
enhancer-binding protein (C/EBP) family of transcription fac-
tors that dimerizes with other members of its family [27].
CHOP gene expression is strongly induced by cellular stress
such as ER stress, oxidative stress, DNA damage [28,29] but
also by amino acid starvation both at transcriptional and
post-transcriptional levels [26].
The amino acid regulation of CHOP transcription
involves a cis-acting element located between $313 and
$295 in the promoter that has been named Amino Acid
Response Element (AARE) [30]. This element is essential for
the induction of CHOP transcription by amino acid starvation
and functions as an enhancer element. Its sequence (50-
ATTGCATCA-30) is related to the specific binding sites of two
transcription factor families: C/EBP and ATF/CREB. Func-
tional sequences that share a high nucleotide sequence sim-
ilarity with CHOP AARE have also been identified in other
amino acid-regulated genes such as ASNS [31], ATF3 [32],
and system A amino acid transporter (SNAT2) [33] (Fig. 1).
They all share a 9 bp core element (50-A/GTTG/TCATCA-30) but
the sequences can differ by one or two nucleotides between
genes.
It is now established that in amino acid-starved cells, a
multiproteic complex is bound to the CHOP AARE sequences
including a number of regulatory proteins such as ATF4
[32,34,35], ATF2 [32,36], and Jun Dimerization Protein 2
(JDP2) [37]. These factors are involved in either inducing or
repressing transcription of target genes in response to
amino acid starvation. Importantly, all of the known AARE
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sites bind ATF4 whereas the binding activity and the role of
other AARE binding factors appear to vary according to the
AARE sequence and chromatin structure. For example, CHOP
and ATF3 sequences also bind ATF2, whereas the ASNS site
does not [30,32,38].
3.3.1.1. ATF4. ATF4 belongs to the basic region/leucine
zipper (bZIP) family of transcription factors that also
includes members of the Jun/Fos (AP-1) family [39,40]. Its
key role in amino acid regulated transcription has been
clearly established in the past few years [32,35,41,42]. In
the case of CHOP, it has been shown that (i) the expression
of ATF4 and its binding to CHOP AARE sequences are
increased following amino acid starvation, (ii) in cells devoid
of ATF4 expression, the induction of CHOP upon amino acid
starvation is completely lost, (iii) when over-expressed, ATF4
by itself is able to activate the CHOP AARE-dependent tran-
scription, and (iv) even though ATF4 is necessary for the
induction of CHOP expression in response to leucine starva-
tion, it is not sufficient. In a recent study, Cherasse et al.
[43] have identified p300/CBP-associated factor (PCAF) as a
novel interaction partner of ATF4. PCAF is a coactivator of
ATF4 and is involved in the enhancement of CHOP transcrip-
tion following amino acid starvation.
3.3.1.2. ATF2. ATF2 belongs to the bZIP family of tran-
scription factors and is an important member of activating
protein 1 (AP-1) [44]. The transactivation capacity of the N-
terminal domain of this transcription factor can be enhanced
through phosphorylation of two N-terminal threonine resi-
dues Thr-69 and Thr-71 [45–47]. In the context of CHOP regu-
lation by amino acid starvation, the role of ATF2 has been
studied [30,35,36]. It was shown that (i) in cells devoid of
ATF2 expression, the induction of CHOP transcription upon
amino acid starvation is completely lost, (ii) ATF2 binds to
the CHOP AARE in both starved and unstarved conditions,
(iii) ATF2 phosphorylation is necessary for the activation of
the CHOP AARE-dependent transcription. In a further study,
it has been reported using a chromatin immunoprecipitation
(ChIP) approach that in vivo binding of phospho-ATF2 and
ATF4 to CHOP AARE are associated with acetylation of histo-
nes H4 and H2B in response to amino acid starvation [36]. A
time course analysis revealed that ATF2 phosphorylation pre-
cedes histone acetylation, ATF4 binding, and the increase in
CHOP mRNA. Using cells devoid of ATF2 expression, it has
also been demonstrated that ATF2 is essential for the acety-
lation of histones H4 and H2B within AARE sequences in
response to amino acid starvation. Phosphorylation of this
transcription factor may have a key role in stimulating an un-
identified histone acetyl transferase (HAT) activity. The role
of ATF2 on histone H4 acetylation has been extended to
ATF3, another amino acid regulated gene [36]. Thus, ATF2
appears to be involved in promoting the modification of the
chromatin structure to enhance CHOP and ATF3 transcription
in response to amino acid starvation.
3.3.1.3. JDP2. Jun Dimerization Protein 2 (JDP2) is a
bZIP protein that can interact with c-Jun and ATF2. It was
reported to repress the ATF2-mediated transcription by
recruiting histone deacetylase HDAC3 complex to the pro-
moter of target genes [48]. In a recent study, Cherasse et al.
[43] showed that JDP2 binds to the CHOP AARE in non-
starved condition and that its binding decreases following
amino acid starvation acting as a repressor of CHOP tran-
scription. Jin et al. [49] provided evidence that JDP2 regu-
lates gene expression via direct control of the modification
of histones and the assembly of chromatin. In fed cells, the
ability of the AARE-bound JDP2 to recruit HDAC3 could con-
tribute to the silencing of CHOP transcription via the mainte-
nance of the hypoacetylation status of histones. However,
the mechanism by which amino acid starvation leads to a
decrease in JDP2 binding merits further investigation.
Taken together, these results demonstrate that follow-
ing amino acid starvation there is a highly coordinated time-
dependent program of interaction between a precise set of
bZIP transcription factors and the AARE, leading to the tran-
scriptional activation of CHOP (Fig. 2).
3.3.2. Asparagine synthetase (ASNS) regulation by amino
acid starvation. ASNS is ubiquitously expressed in most
mammalian cells and is responsible for the biosynthesis of
asparagine from aspartate and glutamine [50]. As CHOP,
transcription of the ASNS gene is increased in response to
amino acid or glucose starvation. Guerrini et al. [50] have
been the first to show that a region located from $70 to
$62 in the promoter of ASNS is responsible for its regula-
tion in response to amino acid starvation. Later on, Barbosa-
Tessmann et al. [51,52] demonstrated that this sequence is
also responsible for the induction of ASNS by glucose star-
vation, that is, following Endoplasmic Reticulum (ER) stress.
This sequence was then referred to as the Nutrient-Sensing
Response Element-1 (NSRE-1) [52]. Further promoter analysis
indicated that a second sequence, 11 nucleotides down-
stream from NSRE-1, is also required for activation by both
amino acid starvation and ER stress. This sequence is
referred to as NSRE-2. This genomic unit (NSRE-1 þ NSRE-2)
has been named NSRU standing for Nutrient-Sensing
Fig. 1. Sequence comparison of the CHOP AARE (2313
to 2295) with the ASNS NSRE-1 (257 to 272), the
SNAT2 AARE (1709 to 1724) and the ATF3 AARE (212
to 227). Identical nucleotides are colored in black. The
position of the minimum AARE core sequence is boxed
in grey. The resulting minimum consensus sequence is
shown at the bottom.
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Response Unit. Using a ChIP approach, Kilberg and cow-
orkers [41] demonstrated that amino acid deprivation
increased ATF3, ATF4, and C/EBPb binding to the ASNS
NSRE-1 and enhanced promoter association of RNA polymer-
ase II, TATA-binding protein, and TFIIB of the general tran-
scription machinery. A time course analysis revealed a mark-
edly different temporal order of interaction between these
transcription factors and the ASNS promoter.
CHOP AARE and ASNS NSRU share some common fea-
tures: NSRE-1 site binds in vitro ATF4 and C/EBPb [34,53],
showing thus the same specificity as the AARE sequence in
the CHOP promoter. The core sequences of the CHOP AARE
and the ASNS NSRE-1 differ only by two nucleotides (Fig. 1).
However, some differences prompt us to think that CHOP
and ASNS induction following amino acid starvation does
not entirely occur through a unique and common mecha-
nism: (i) the region just downstream of CHOP AARE does not
show sequence homology with the NSRE-2 site, (ii) Siu et al.
[53] showed that ATF2 does not bind, in vitro, to the ASNS
NSRE-1 (iii) the amino acid specificity in relation to the
degree of induction of these two genes is different [54].
Hence, CHOP AARE and ASNS NSRE-1 are structurally related
but functionally distinct.
All these data suggest that although most of the amino
acid responsive genes have AARE sites that are similar in
sequence, the key regulator ATF4 and other distinct tran-
scription factors and coactivators may be involved in modu-
lating transcriptional activation. These differences in mecha-
nism would permit flexibility among amino acid-regulated
genes in the rapidity and magnitude of the transcriptional
response for the same initial signal. Further insight into how
the transcriptional machinery assembles at the amino acid
responsive gene promoter and modulates transcription will
improve our understanding of the molecular steps required
for nutritional control by the amino acid response pathway.
3.4. Amino acid signaling pathways
In mammals, the signaling pathways that mediate the amino
acid response are not completely identified. Only a pathway
involved in the regulation of gene expression in response to
amino acid starvation has been well described at the molec-
ular level: the GCN2/ATF4 pathway. However, comparison of
the regulatory mechanisms involved in the control of gene
expression by amino acid availability between yeast and
mammals suggests that other control processes could be
involved in mammalian cells.
3.4.1. The GCN2/ATF4 signaling pathway.
3.4.1.1. In yeast. One of the pathways involved in
amino acid regulation of gene expression is the so-called
‘‘general control process’’ during which the general control
nonderepressible protein 2 (GCN2) kinase activity is induced
in response to amino acid starvation. Indeed, free tRNAs
accumulating during amino acid starvation are able to acti-
vate GCN2, which in turn phosphorylates the a subunit of
translation initiation factor eIF2 (eIF2a). This impairs the
Fig. 2. Working model for control of the CHOP gene
following amino acid starvation. Based on the current
knowledge, we propose a working model to depict in a
relatively simple form those proteins thought to play a
role in regulating CHOP transcription following amino
acid limitation. In fed cells (Phase1), the ability of
AARE-bound JDP2 to recruit HDAC3 could contribute to
the silencing of CHOP transcription via the maintenance
of the hypoacetylation status of histones. During Phase
2, 0–1 h after amino acid concentration decline,
phosphorylation of ATF2 at the CHOP AARE occurs on
two N-terminal threonine residues Thr-69 and Thr-71.
The phosphorylation of this transcription factor may
have a key role in stimulating an unidentified histone
acetyl transferase (HAT) activity leading to acetylation
of histones H4 and H2B. During Phase 3, 30 min to 4 h
after amino acid decline, ATF4 binding to the CHOP
AARE increases as a result of an increased abundance
of nuclear ATF4 protein. This rapid increase in ATF4
protein and binding occurs because of the translational
control of existing ATF4 mRNA and takes place within
45 min to 1 h of amino acid removal. The presence of
AARE-bound ATF4 leads to the recruitment of the
coactivator PCAF. The binding of these factors leads to
the transcription initiation of CHOP and the increase in
mRNA. Therefore, following amino acid starvation there
is a highly coordinated time-dependent program of
interaction between a precise set of bZIP transcription
factors and the AARE leading to transcriptional
activation of CHOP.
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synthesis of the 43S preinitiation complex and thus strongly
inhibits translation initiation. Under these circumstances, the
transcription factor GCN4 is translationally up-regulated due
to the presence of upstream open reading frames (uORFs) in
its 50UTR. As a result, GCN4 induces the expression of more
than 30 genes involved in several biosynthetic pathways
[55–57].
3.4.1.2. In mammals. Limiting the extracellular supply
of an essential amino acid or blocking the synthesis of an
otherwise nonessential one results in the activation of a sig-
nal transduction pathway that is referred as the Amino Acid
Response (AAR) [42]. As described in yeast, the initial step
in the AAR is the activation by uncharged tRNA of the mam-
malian GCN2 homologue which phosphorylates eIF2a on ser-
ine 51 (Fig. 3) [58,59]. This phosphorylation decreases the
translation of most mRNAs. However, eIF2a phosphorylation
also triggers the translation of specific mRNAs including a
‘‘master regulator’’ ATF4 by a similar mechanism than GCN4
in yeast. Vattem and Wek [19] have shown that the ATF4
mRNA contains two uORFs which contribute differentially to
ATF4 translation. uORF1 is a positive-acting element that
facilitates translation of the ATF4-coding region in response
to stress-induced eIF2 phosphorylation. By contrast uORF2
is inhibitory, blocking ATF4 expression in nonstressed cells.
Once induced, ATF4 directly or indirectly induces transcrip-
tion of specific target genes such as ASNS and CHOP [60].
3.4.1.3. Tissue specificity of the GCN2/ATF4 signaling
pathway. It is now clear that in mammals the cellular back-
ground plays a crucial role in amino acid-regulated gene
expression. Indeed, the regulation of the expression of one
gene by amino acid limitation depends on: (i) the amino
acid concentration in the vicinity of the cell, (ii) the ability of
the cell to respond to the amino starvation (enzymatic equi-
pment. . .). In addition, the amino acid concentration [61] and
GCN2 expression [62] can be very variable between different
localization in a given tissue. Recently, the comparison
between myoblasts and myotubes revealed that the GCN2
pathway is poorly activated by amino acid starvation in myo-
tubes [63]. It has been suggested that a low expression of
GCN2 associated with amino-acid supply from intracellular
proteolysis could contribute to the nonactivation of the
GCN2/ATF4 pathway by amino acid starvation in myotubes.
An important challenge for future work would be to under-
stand the mechanisms involved in GCN2 activation/inactiva-
tion according to the cell type.
3.4.1.4. Physiological role of GCN2 in response to
amino acid starvation. Two recent studies revealed a physio-
logical role for GCN2 [64,65]. The authors reported that
GCN2 participates in nutritional stress management that
guides food selection for survival. To insure an adequate
supply of nutrients, omnivores choose among available food
sources. This process is exemplified by the well-character-
ized innate aversion of omnivores to otherwise nutritious
foods of imbalanced amino acid content. Inactivation of
GCN2 impairs this aversive response. Moreover, using a con-
ditional KO model for this kinase, Maurin et al. [65] showed
that the brain plays an important role in this process. Thus,
GCN2 activation represents an obligatory step of the food
intake inhibition by amino-acid imbalance and brain appears
to be the main sensing site. In addition to regulating amino
acid metabolism, a novel function of GCN2 has been recently
found in regulating lipid homeostasis during amino acid star-
vation [66].
3.4.2. Amino acid signaling pathway leading to ATF2
phosphorylation. The data presented above establish that
phosphorylation of ATF2 plays a key role in stimulating tran-
scription of specific genes in response to amino acid starva-
tion. It has also been described that amino acid starvation
induces ATF2 phosphorylation on Thr-69 and Thr-71 in
human cell lines [35]. Collectively, these data demonstrate
the existence of a specific amino acid-regulated pathway
leading to the phosphorylation of ATF2. Recently, this path-
way including the c-Jun N-terminal kinase 2 (JNK2) has been
partially identified (Chaveroux et al., manuscript submitted).
Fig. 3. The mammalian GCN2/ATF4 signaling pathway.
Mammals have evolved complex adaptative
mechanisms that enable cells to survive many stressful
environmental conditions including amino acid
limitation. The signal transduction pathway that is
triggered in response to amino acid starvation is
referred to as the amino acid response (AAR). The
initial step in the AAR is the activation by uncharged
tRNAs of GCN2 kinase which phosphorylates the a
subunit of translation initiation factor eIF2 (eIF2a) on
serine 51. This phosphorylation decreases protein
synthesis by inhibiting the delivery of the initiator Met-
tRNAi to the initiation complex. However, eIF2a
phosphorylation also triggers the translation of specific
mRNAs including ATF4. Once induced, ATF4 directly or
indirectly induces transcription of specific target genes
such as CHOP, ASNS, or ATF3. In mammals, three other
eIF2a kinases leading to ATF4 expression have been
identified: PKR (activated by double-stranded RNA
during viral infection), HRI (activated by heme
deficiency), and PERK (activated by protein load in the
endoplasmic reticulum).
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Amino acid starvation transactivates MEKK1, which is, in
turn, responsible for activation of mitogen-activated protein
kinase kinase 7 (MKK7). MKK7 regulates JNK2 activation,
which, in turn, triggers the phosphorylation of ATF2 (Fig. 4).
However, the amino acid sensor upstream of this MEKK1/
MKK7/JNK2 signaling pathway remains to be identified.
3.4.3. GCN2 independent signaling pathways. In mammals,
the signaling pathways that mediate the amino acid
response are not yet completely understood. Using tran-
scription profiling from cells devoid of GCN2 expression,
Deval et al. [15] recently demonstrated that, in addition to
the GCN2/ATF4 pathway, other signaling mechanisms could
be involved in the up- and down-regulation of gene expres-
sion in response to amino acid limitation. Series of GCN2-in-
dependent genes regulated at transcriptional level (Egr1,
Cxcl10. . .) and at post-transcriptional level (Dusp16. . .) by
amino acid starvation have been identified. However, the sig-
naling pathways and the transcriptional or post-transcrip-
tional mechanisms remain to be investigated (Fig. 4).
4. Conclusion
The idea that amino acids can regulate gene expression is
now well established. However, further work will be neces-
sary to understand the molecular steps by which the cellular
concentration of an individual amino acid can regulate gene
expression. The molecular basis of gene regulation by die-
tary protein intake is an important field of research for
studying the regulation of the physiological functions of indi-
viduals living under conditions of restricted, imbalanced, or
excessive food intake.
Fig. 4. Amino acid signaling pathways involved in the control of gene transcription in mammals. In mammals, the
signaling pathways that mediate the amino acid response are not completely identified. The GCN2/ATF4 pathway
involved in the regulation of gene expression in response to amino acid starvation has been well described at the
molecular level. An amino acid signaling pathway leading to the phosphorylation of ATF2 occurs on Thr-69 and Thr-71
has been partially identified. In this pathway, amino acid starvation transactivates MEKK1, which is, in turn,
responsible for activation of mitogen-activated protein kinase kinase 7 (MKK7). MKK7 regulates JNK2 activation,
which, in turn, triggers the phosphorylation of ATF2. The amino acid sensor upstream this pathway remains to be
identified. Recently, it has been demonstrated that, in addition to the GCN2/ATF4 pathway, other pathways could be
involved in the up-regulation of gene transcription in response to amino acid limitation. The molecular mechanisms
involved in these pathways remain unknown. Therefore, we propose that amino acid-regulated genes can be divided
into three classes according to their GCN2- and ATF2-dependence in mammalian cells: (i) The first class is composed
of genes which are GCN2/ATF4-dependent but not ATF2-dependent such as ASNS and SNAT2; (ii) GCN2- and ATF2-
dependent genes such as CHOP and ATF3 constitute the second class (iii) in the third class of genes the lack of GCN2
does not affect the amino acid regulation (Egr1 and Cxc110).
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Résumé
Abstract
Chez les mammifères, l'environnement est un puissant régulateur de l'expression des 
gènes. Par exemple, en fonction de l'alimentation, la disponibilité en nutriments, en 
particulier en acides aminés, est responsable de l'induction de l'expression d'un certain 
nombre de gènes. Ainsi, des mécanismes moléculaires sont mis en jeu de façon à
permettre la détection de ces variations et d'y répondre de façon appropriée. Lorsque 
l’un des neuf acides aminés essentiels vient à manquer, on observe une augmentation 
de la transcription de certains gènes. Cette activation de la transcription requière d'une 
part l’accumulation du facteur de transcription ATF4 et d'autre part la phosphorylation 
du facteur de transcription ATF2. La voie ATF4 a été identifiée et relativement bien 
décrite. En revanche les éléments régulateurs de la voie de signalisation en amonts du 
facteur ATF2 restent inconnus. Le but de ma thèse était donc de déterminer les 
différents intermédiaires responsables de la phosphorylation d’ATF2 en réponse à une 
carence en acides aminés.
J'ai ainsi montré qu'une carence en acides aminés provoque la mise en jeu d’un module 
MAPK composé de MEKK1>MKK7>JNK2 contrôlant la phosphorylation d’ATF2 sur 
les résidus thréonine 69 et 71. J'ai montré que ce module est régulé en amont par deux 
GTPases Cdc42+Rac1 et par la protéine G12. Enfin, j'ai démontré l’impact de cette 
nouvelle voie de signalisation sur la transcription AARE-dépendante du gène ATF3 en 
réponse à une carence en acides aminés.
In mammals, environment is a powerful regulator of gene expression. For example, 
according to nutrition, nutrients -and particularly amino acids- availability is responsible for 
the induction of the expression of numerous genes. Indeed, specific molecular mechanisms 
are triggered in order to sense and respond adequately to these variations. Whenever one of 
the nine essential amino acids is missing, the transcription of specific genes is induced. This 
activation requires the induction of transcription factor ATF4 and the phosphorylation of 
transcription factor ATF2. The ATF4 pathway has been identified and relatively well 
described. However, the elements of the pathway upstream of ATF2 phosphorylation were 
yet unknown.
The aim of my PhD thesis was to identify the different regulatory elements responsible for 
ATF2 phosphorylation in response to amino acid starvation.
I have shown that amino acid starvation induces the activation of a MAPK module composed 
of MEKK1>MKK7>JNK2 that controls ATF2 phosphorylation on both threonine 69 and 71. 
I have shown that this module is regulated by two GTPases Cdc42+Rac1 and by G12. 
Finally, I was able to show that this new pathway is involved in the AARE-dependent 
transcription of ATF3 in response to an amino acid starvation.
